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ABREVIATURAS

e ACTP: Angioplastia coronaria transluminal percutinea
e Acx: Arteria circunfleja.

e ADA: Arteria descendente anterior.

e AGL: 4cidos grasos.

e ADP: Difosfato 5° de adenosina.

e ATP: Trifosfato 5° de adenosina

e CK: Creatin Kinasa Total.

e CK-MB: Fraccion MB de la Creatin Kinasa.

e dP/dt: Derivada de la presidn respecto al tiempo.
¢ ECG: Electrocardiograma.

e FA: Fraccion de acortamiento (%).

e FC: Frecuencia cardiaca.

e FLC: Flujo coronario.

e GIK: Solucién de glucosa-insulina-potasio.

e IAM: Infarto agudo de miocardio.

e IECA: Inhibidor de la enzima convertidora de la angiotensina.
o Is: Isquemia.

o Kgs: Kilogramos.

e LTD: Longitud telediastélica.

e LTS: Longitud telesistolica.

e NO: Oxido nitrico.

e Ns: No significativo.

e PI: Protocolo isquémico.

e PVI: Presion ventricular izquierda.

e Re: Reperfusion.
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INTRODUCCION



TS

El corazoén, al igual que muchos otros érganos, depende por completo de un aporte
continuo de flujo sanguineo y de nutrientes metabolicos a través de los cuales obtiene la
energia necesaria (ATP) para realizar sus funciones vitales. Esta energia se obtiene a partir
de diferentes sustratos, entre los que destacan los carbohidratos y los 4cidos grasos. La
interrupcion de este aporte sanguineo, incluso durante periodos de tiempo muy breves,
provoca la alteracion de muchos de los procesos celulares, al mismo tiempo que pone en
marcha una serie de mecanismos homeostaticos cuyo objetivo es mantener las funciones y
reducir al minimo las lesiones resultantes. Incluso tras el restablecimiento del flujo
sanguineo en las arterias epicardicas, pueden producirse nuevas lesiones debidas a la

reperfusién, que comparten muchos aspectos caracteristicos de la respuesta inflamatoria.

Hasta hace poco tiempo las aproximaciones terapéuticas de la cardiopatia
isquémica se orientaban fundamentalmente en la prevencion de la isquemia, modificando los
pardmetros hemodindmicos. Desde los nitratos cuyas propiedades antianginosas fueron
descubiertas al azar en el siglo XIX en una fabrica de explosivos, pasando por los
betabloqueantes en los afios 60 y llegando hasta los calcioantagonistas, muchas han sido las
terapias utilizadas en combatir esta enfermedad, incluyendo el desarrollo de la técnica de
“by-pass” aorto-coronario al comienzo de los afios 80 y la aparicion extraordinaria de la
angioplastia. En esta fase, los objetivos del tratamiento quedaron claramente definidos:
reducir la demanda e incrementar el aporte de oxigeno al miocardio. Los grupos
terapéuticos existentes atendian a esta doble necesidad y, en general, la manifestacion
clinica del sufrimiento miocardico, es decir la crisis de angor, podia controlarse

correctamente e incluso desaparecer.

Sin embargo, independientemente del estadio evolutivo de la cardiopatia isquémica,
del tratamiento hemodindmico administrado y del estado clinico, ningin paciente coronario
se halla totalmente libre del riesgo de isquemia. Y cuando la isquemia se presenta, a pesar de
todo, cada episodio conlleva su propio riesgo de arritmia, infarto de miocardio, muerte
stibita y reduccién de la esperanza de vida del paciente. Asi quedd demostrado hace una
década en un trabajo publicado por Deedwania y Carbajal (1990) en 107 pacientes
coronarios estables, clinicamente controlados mediante tratamientos antianginosos
convencionales, y que, a pesar de ello, el 43% presentaba al menos un episodio isquémico
en el registro de Holter. Més atn, 35 de estos 46 pacientes no manifestaban sintomatologia
clinica alguna que hiciera sospechar la existencia de tales episodios. Lo que resultaba
todavia mas alarmante es que, durante los dos afios siguientes, el 24% de los 46 pacientes
que presentaron episodios isquémicos en el registro Holter fallecieron de causa cardiaca en

comparacién con el 8% de los pacientes que no presentaron signos de isquemia (p=0.023).
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Asi pues, y dado que en la actualidad no se dispone de tratamientos ni de
intervenciones capaces de defender definitivamente al paciente coronario de la isquemia, se
ha iniciado una nueva linea de investigacién centrada en la cascada de fenomenos
metabdlicos que conduce de la isquemia a la lesién de la célula del miocardio, en lo que se
conoce como citoproteccion miocdrdica, con el enorme interés que supone proteger al
miocardio en todos los pacientes coronarios, limitando las secuelas y la gravedad de la
isquemia cuando ésta, pese a todo, se produce. La comprension de los mecanismos que
llevan a la muerte de los miocitos ha permitido el desarrollo de estas intervenciones
terapéuticas disefiadas para mitigar los procesos fisiopatologicos que acompafian a la

isquemia y a la reperfusién miocérdicas (Naka ef al., 1997).

1.- METABOLISMO CARDIACO.-

El musculo cardiaco, para hacer frente a las necesidades energéticas de la
contraccion, debe producir una elevada cantidad de trifosfato 5° de adenosina (ATP) a partir
de sus productos de degradacion, el difosfato 5” de adenosina (ADP) y el fosfato inorgénico.
El contenido cardiaco de ATP es de aproximadamente 20 umol/g ( de peso seco), mientras
que su consumo es muy elevado; tengamos presente que durante el transcurso de un dia, la
célula cardiaca debe contraerse alrededor de 90.000 veces, produciendo y consumiendo 30
Kg de ATP. El simple cdlculo ilustra que el ATP debe ser resintetizado tan rapidamente
como es consumido, dado que sin una repleccidn continua, los niveles intracelulares de ATP
se agotarfan en menos de 1 minuto (Taegtmeyer e al., 1998). Esta simple consideracion

justifica la complejidad de la estructura y del metabolismo de la célula cardiaca.

e

EL CICLO DEL ATP

Figura L1.- Ciclo del ATP.-
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Dicha produccién se consigue a través del metabolismo energético, representado
por una serie de reacciones dirigidas a degradar los diferentes sustratos, liberando asi la
energfa intrinseca en ellos contenida. Un importante principio del metabolismo energético
del corazén es la habilidad de extraer energia de todos los substratos presentes en el
organismo mamifero (“el corazén es omnivoro™): carbohidratos (glucosa, lactato, piruvato),
4cidos grasos (AGL), aminoécidos y cuerpos cetdnicos, aunque estos dos ultimos revisten
poca importancia. El metabolismo miocérdio es esencialmente oxidativo, esto es, necesita
oxigeno para las oxidaciones mitocondriales que son necesarias para la produccion de ATP.
Para esto, el miocardio humano extrae el 80% del oxigeno arterial. Una parte del
metabolismo miocardico se desarrolla en el citoplasma y otra parte en el interior de la

mitocondria, en la matriz mitocondrial (Ferrari, 1992).

1.1. Metabolismo de los carbohidratos.-

Los carbohidratos de mayor importancia para el metabolismo energético cardiaco
en situaciones fisioldgicas son la glucosa y el lactato, como sustratos exdgenos, y el

glucdgeno como sustrato endégeno (Taegtmeyer, 1994).

La extraccién de glucosa extracelular est4 regulada por el gradiente transmembrana
y la concentracién y actividad de los transportadores de glucosa en la membrana plasmatica:
GLUT 1y GLUT 4 (Bell et al., 1990). El gradiente transmembrana esta determinado por la
glucosa intersticial y las concentraciones intracelulares de glucosa libre. La concentracion
intersticial de glucosa esta en funcién de la concentracion arterial de glucosa y del flujo
sanguineo, de tal manera que los niveles de glucosa intersticial y el gradiente
transmembrana estdn disminuidos durante la isquemia y aumentados durante la
hiperglucemia (Hall ez al., 1996).

Una vez dentro de la célula, la glucosa libre es rapidamente fosforilada por una
hexoquinasa para formar glucosa-6-fosfato, que resulta impermeable a la membrana celular.
Esta glucosa-6-fosfato puede ser usada para sintetizar glucdgeno (via regulada por la
concentracién de glucosa-6-fosfato y la actividad de la glucdgeno sintetasa), o puede ser
utilizada para generar energia (ATP) mediante 2 vias metabdlicas: la glucdlisis anaerdbica'y

la fosforilacion oxidativa mitocondrial.
La glucdlisis anaerdbica (primera parte de la via metabolica de la glucosa) es la via

mas primitiva y el cardcter anaerobico es debido al hecho de que ninguna de las reacciones

requiere la intervencion de oxigeno. La via glucolitica anaerébica o de Embden-Meyerhoff
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ocurre en el citoplasma y tiene fundamentalmente la capacidad de producir, a partir de una
molécula de glucosa, ATP, NADH, piruvato y productos intermedios utilizables en diversos
procesos de biosintesis. A pesar de que la glucolisis anaerobia sélo contribuye al 5-10% de
la produccién de ATP en el corazén normal aerébico, su produccién tiene un papel

fundamental en el mantenimiento de la homeostasis del miocito (Lopaschuk, 1998).

La otra via metabdlica utilizada por el miocardio es la fosforilacion oxidativa, en la
que el piruvato obtenido en la glucolisis anaerébica penetra libremente al interior de las
mitocondrias, donde, previa transformacion en acetil-CoA (gracias al complejo piruvato-

deshidrogenasa), entra en el ciclo de Krebs (figura 1.2).

Ea

ACIDOS GRASOS

g

SRS

PIRUVATO . OXIDACION

DESHIDROGENASA ' .| ACIDOS GRASOS

Cadena de transporte
de electrones

FUNCION
CONTRACTIL

Figura 1.2.- Esquema del metabolismo celular.
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El complejo piruvato-deshidrogenasa representa el escalon limitante en la
oxidacion de la glucosa y es regulado estrictamente por un proceso quinasa/fosfatasa
(inactivacién/activacién), sujeto a regulacion alostérica. El acetilCoA y/o sus equivalentes
reducidos generados por la oxidacién de los acidos grasos son capaces de reducir la
actividad de la piruvato-deshidrogenasa a través de este mecanismo (Lopaschuk, 1999),
mientras que dicha actividad est4 aumentada por la supresion de la oxidacién de los &cidos
grasos o por inhibicién de la carnitina palmitoil transferasa (CPT-I), una enzima clave en la

oxidacion de los acidos grasos (Lopaschuk ef al., 1994).

Figura L.3.- Regulacién de la piruvato-deshidrogenasa (PDH). (Lopaschuk ef al., 1994).

El metabolismo anaerébico tiene una utilidad limitada para producir fosfatos de alta
energia y resulta insuficiente para mantener la funcién cardiaca. Por cada mol de glucosa
metabolizada en condiciones aerdbicas se obtienen 36 moles de ATP en contraste con solo 2
moles de ATP que se forman con metabolismo anaerdbico (Katz, 1977).

1.2.- Metabolismo de los dcidos grasos.-

Los 4cidos grasos, esterificados como triglicéridos, representan la principal reserva
corporal de combustible. Debido a que la oxidacién de los 4cidos grasos de cadena larga
libera mas de 6 veces la cantidad de energia que una masa igual de glucosa, y debido a que
la glucosa interviene en el metabolismo de formacion de los 4cidos grasos, éstos representan
el combustible sustancial, si no el predominante, para la respiracién en el musculo cardiaco,
constituyendo la otra fuente principal de acetyl-CoA mitocondrial (Taegtmeyer, 1994).

Los 4cidos grasos son activados en el citoplasma para la formacién de acil-CoA.
Estos compuestos seran, posteriormente, transformados en el proceso de la B-oxidacion.
Este proceso es intramitocondrial, pero los acil-CoA no atraviesan la membrana

mitocondrial interna. Para este fin es necesaria la intervencién de la carnitina (carnitina/acyl-
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carnitina translocasa y 2 carnitina-palmitoyl-transferasa). En la B-oxidacion, los acil-CoA
son transformados en acetil-CoA que entran en el ciclo de Krebs, un ciclo que, en esencia,
produce H', CO,, H0 y ATP. La oxidacién de los acidos grasos también esta estrictamente
controlada, representando la translocacion de los 4cidos grasos dentro de la mitocondria un
punto importante en su regulacién. La carnitina-palmityoyl-transferasa es poderosamente
inhibida por malonylCoA. Tan importante es que, durante la isquemia, el control del
malonyl-CoA sobre la oxidacién de los 4cidos grasos disminuye, resultando en un
incremento en la contribucién de la oxidacién de los 4cidos grasos en la produccion total de

energia.

;- Betaoxldacién

“fAcetiicoenzimaal™

Figura L4.- B-oxidacién de los 4cidos grasos. CPT: Carnitina-palmitoil-transferasa; FFA: 4cidos

grasos libres (Taegtmeyer, 1994).

En esta fase comin para la glucosa y los 4cidos grasos, los H" originados se
acoplan en la cadena de transporte electronico con el O; para formar H,O y liberar la energia
necesaria para la sintesis de ATP a partir del ADP. También los H' que se producen en el
citoplasma son oxidados en el sistema de transporte de electrones. Los NADH
citopldsmicos no pasan libremente la membrana mitocondrial y necesitan del ciclo malato-
aspartato. El ATP que se forma no atraviesa la membrana mitocondrial interna, y su
transporte del interior al exterior de la mitocondria es regulado por una enzima: la adenin
nucledtido translocasa. En el citoplasma, el ATP se hidroliza a ADP, proporcionando la

energla necesaria para las funciones celulares. E1 ADP es transportado de nuevo a las
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mitocondrias, completando el ciclo. De este esquema se evidencia la importancia del

oxigeno para mantener los diferentes procesos intramitocondriales (Ferrari, 1992).

A pesar de que los acidos grasos constituyen el mds importante sustrato miocardio,
produciéndose de su oxidacién numerosas moléculas de ATP, se requiere una mayor
cantidad de oxigeno que en el metabolismo de la glucosa. Cerca del 75% del oxigeno
consumido por el miocardio es utilizado para la oxidacién mitocondrial. Ello no conduce a
una situacién demasiado favorable, en especial durante y después de un episodio isquémico,
en la que, como veremos mas adelante, se produce una acumulacién de productos derivados
de la glucdlisis, que requieren un gran consumo de ATP para su “aclaramiento”; consumo de
energia con un fin “no contractil”, lo que disminuye su eficiencia cardiaca (Lopaschuk,
1998).

El ntimero de moles de ATP producidos por mol de carbono oxidado es
aproximadamente un 29% mayor para los 4cidos grasos en relacion con la glucosa, pero el
numero de moles de ATP producidos por mol de oxigeno consumido es un 12 % mayor para
la glucosa en relacién con la oxidacién de los 4cidos grasos (tabla I.1). Cuando el oxigeno es
abundante, como ocurre en condiciones de perfusién normal, es mas eficiente para el
miocardio aerébico utilizar y oxidar los acidos grasos libres; pero durante la isquemia, la

glucosa pasa a ser mejor sustituto para el miocardio que los 4cidos grasos.

Glucosa 5 32 0,156
Acidos grasos 26 147 0,177
Lactato - 2 -

Tabla L1.- Produccion energética.

1.3.- La mitocondria.-

La mitocondria ocupa el 30% del volumen de la célula cardiaca, lo que refleja la
importancia de estos organulos para el normal funcionamiento del musculo cardiaco. Entre
sus funciones més importantes encontramos la fosforilacién oxidativa y produccion de ATP
y la regulacién homeostatica del calcio. Estos dos procedimientos estdn conducidos por la
misma fuente de energia: el gradiente electroquimico de H', generado por el transporte de

electrones al interior de la membrana mitocondrial (Ferrari et al., 1998).
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Las mitocondrias cardiacas pueden tener formas diversas, aunque son en general
elipsoidales, de aproximadamente 2-3 micras de largo por 1-1,5 micras de ancho. Estin
intercaladas entre las miofibrillas y, en general, se encuentran en la vecindad de los tubulos
«“T”. Esta localizacién de las mitocondrias es éptima porque, por un lado estdn proximas al
espacio extracelular (mediante el tibulo “T”) y, por tanto, a la fuente de metabolitos, y por
otro, a las estructuras que requieren ATP para su funcionamiento: los miofilamentos. Las
mitocondrias se caracterizan por la presencia de dos membranas: una externa, que es lisa,
elastica y no presenta pliegues, y otra interna que se invagina sobre si misma formando unas

protuberancias en el espacio mitocondrial interno, llamadas crestas (Flameng ez al., 1991).

Las crestas tienen la finalidad de aumentar la superficie de la membrana interna,
donde ocurren los procesos de oxido-reduccién y la fosforilacién oxidativa. El numero de
crestas esta en relacion con la actividad respiratoria del tejido de origen, por lo tanto, en las
mitocondrias cardfacas (tejido de elevada actividad respiratoria) las crestas son numerosas.
Ademas, las crestas sufren notables cambios de configuracion, segin el estado respiratorio
de las mitocondrias. La membrana mitocondrial interna (y por lo tanto las crestas) contiene
al menos 60 proteinas biolégicamente activas, inmersas en un sistema de fosfolipidos (70%
de proteinas, 30% de lipidos). Estas proteinas comprenden: las enzimas de la cadena
respiratoria, las enzimas relacionadas con la sintesis del ATP, diferentes dehidrogenasas y
las enzimas relacionadas con el transporte de diferentes sustancias al interior de las

mitocondrias.

Dado el alto furnover energético del musculo cardiaco, el volumen ocupado por las
mitocondrias en las células cardiacas es mayor que en otros tejidos. Asi mismo existe una
relacién lineal entre la masa mitocondrial por un lado y el consumo de oxigeno miocérdico
por el otro. No sorprende que el dafio estructural y funcional de la mitocondria sea una de
las principales consecuencias deletéreas de la isquemia miocérdica (Ferrrari, 1996), de ahi

que en nuestro estudio nos hayamos centrado en su analisis.

2.-ISQUEMIA MIOCARDICA.-

La isquemia miocérdica se define como un aporte de oxigeno arterial insuficiente

para responder a las demandas metabolicas del tejido cardfaco (Jennings, 1970).

Aunque en el origen de este fenémeno se observa casi siempre un obstéculo al flujo

coronario que conlleva una falta de perfusion del miocardio, las secuelas y gravedad
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potenciales de la isquemia no dependen tanto del propio fenémeno hemodindmico como de
las lesiones tisulares derivadas. La interrupcién del flujo coronario conlleva, por un lado,
una privacién de oxigeno y sustratos metabélicos, y por otro, un déficit en el drenaje venoso
y linfatico de los metabolitos toxicos que se acumulan en el espacio extracelular del area
isquémica. Estos trastornos tendran graves consecuencias a diferentes niveles: a nivel
contractil, metabolico, ultraestructural, idnico y electrofisioldgico. Incluso a los pocos
segundos de iniciada la isquemia se van a producir alteraciones a nivel metabdlico que, en
primer lugar, conducirdn a alteraciones a nivel de la actividad eléctrica y la funcién
contractil de la célula cardiaca y que, cuando se prolonguen en el tiempo, comprometeran la

propia supervivencia celular.

Los determinantes del dafio por isquemia en el corazén incluyen la severidad, la
duracién y la secuencia temporal de la isquemia; asi como del entorno fisico y metabélico
(hipotermia vs normotermia; contenido miocardico de glucogeno; altas o bajas
concentraciones de 4cidos grasos libres). Cada uno de estos factores puede ser modificado
para alterar la extension de las consecuencias deletéreas de la isquemia (Taegtmeyer et al.,
1998).

Asi podemos observar que la obstruccién completa del flujo condiciona una
depleccion de los fosfatos de alta energfa, acumulacion de lactato y acinesia, que si persiste,
conducira a necrosis del tejido. Sin embargo, si la reduccion del flujo es moderada (20-60%)
observaremos una disminucién del consumo miocardico de oxigeno (10-50%), un
incremento transitorio de la glucolisis anaerobia (depleccion de glucdgeno y produccion de
lactato), una menor proporcién de oxidacién de 4cidos grasos y una disfuncién contréctil
moderada o severa. Dependiendo de las demandas metabolicas, estas moderadas
reducciones en el flujo no conducirdn necesariamente a un dafio tisular irreversible (Stanley
etal., 1997).

2.1.Efectos de la isquemia sobre la contractilidad.-

Hace mas de 60 afios que Tennant y Wiggers (1935) describieron, en un trabajo ya
clésico de la Cardiologfa, la desaparicién del acortamiento sistélico del miocardio isquémico
tras un minuto de oclusién coronaria, para ser sustituido por una distensién pasiva, que
retornaba a la normalidad tras restaurar el flujo sanguineo. Desde entonces numerosos
investigadores, incluido nuestro grupo, han observado que tras la interrupcion del flujo
coronario, la regién isquémica pierde casi inmediatamente su funcion contractil, apareciendo
en su lugar una protusién o abombamiento sistélico (Printzmetal et al, 1949; Theroux et al.,
1974; Pallarés, 1996). Este abombamiento o “bulbing” sistolico es debido a la incapacidad
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de la zona isquémica para soportar la presion intraventricular generada por el miocardio
normalmente perfundido. Simultaneamente, en la zona de miocardio no sometida a
isquemia, se produce un incremento de la contractilidad segmentaria probablemente como
mecanismo compensador de la disfuncién que se estd produciendo en la zona isquémica
(Ohtsuka et al., 1990).

Se podria pensar que este rapido deterioro de la funcién contréctil era debido a la
detencion del metabolismo oxidativo y al descenso consiguiente de la produccién de ATP.
Sin embargo se ha observado que durante el inicio de la isquemia, las reservas miocardicas
de fosfatos de alta energia permanecen intactas y, a pesar de ello, la funcién contractil esta
ya deprimida (Braasch et al., 1968). Posteriormente se puso de manifiesto que niveles
elevados de fésforo inorgénico tienen un efecto depresor de la sensibilidad de las
miofibrillas al calcio, lo que ha permitido descubrir la causa de la disfuncion en las fases

iniciales de la isquemia (Allen y Orchard, 1987).

Cuando la isquemia se prolonga en el tiempo, a ese defecto depresor del fosforo, se
le unen el descenso de los niveles de ATP y una serie de alteraciones metabélicas e i6nicas
que describiremos posteriormente, principalmente la acidosis celular y el aumento de los
niveles de calcio intracelular que alteran la interaccién calcio-troponina inductora de la
contraccién (Katz y Hecht, 1969). A medida que la lesién isquémica progresa, otros
mecanismos se van afiadiéndo al aumento de fosforo inorganico, incluido el descenso de los
niveles de ATP, que al llegar a ser extremadamente bajos en fases avanzadas favorecen la
formacion de enlaces estables entre los filamentos y la aparicién de la contractura isquémica
(Garcia-dorado y Fernandez, 1988).

La restauracién completa de la funcién contractil se alcanza cuando los niveles de
ATP se normalizan y desaparece el exceso de ADP. No obstante, otros factores, incluyendo
anormalidades del flujo del calcio o alteraciones del metabolismo de los 4cidos grasos libres,
pueden ser responsables de la prolongada anormalidad en la contraccion tras la isquemia
(Peng et al., 1986). Existen evidencias de que las alteraciones pueden persistir en el miocito
tras varios dias de un episodio isquémico, a pesar de una adecuada perfusién. Anomalias
tales como la depleccién de glucogeno y ATP, edema mitocondrial y agrupamiento de la
cromatina nuclear, se correlacionan con el empeoramiento de la funcién miocardica tras la
isquemia (miocardio aturdido) (Knight y Fox., 1995).
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2.2. Efectos de la isquemia sobre el metabolismo.-

Es conveniente recordar que la funcién contractil del corazén depende
primordialmente del suministro de ATP por parte de las mitocondrias (fosforilacion
oxidativa). Esta importante via metabdlica estd controlada principalmente por la
disponibilidad de ADP, NADH, piruvato y acidos grasos, ademas de la activacién del ciclo
de Krebs por Ca™ (Moreno-Sanchez y Torres-Marquez, 1991). La ausencia de oxigeno y
sustratos oxidables durante la isquemia provoca la disminucién de la actividad de la cadena

respiratoria y, por ende, se reduce la sintesis de ATP.

La interrupcion del flujo coronario provoca una disminucién del aporte de oxigeno
a nivel celular lo que conlleva una depresion de la via aerdbica del metabolismo de la
glucosa a través de la betaoxidacién mitocondrial. En un intento de aumentar las fuentes
energéticas, se produce una desviacion hacia el metabolismo anaerdbico con activacién de
la glucogendlisis por accién, fundamentalmente, del AMPc (favorecida in vivo por
estimulacion simpética) a través de un aumento de la actividad de la enzima piruvato-cinasa.
El aumento de la glucolisis anaerobia, insuficiente para cubrir las necesidades energéticas de
la célula miocérdica, llega a multiplicar su ritmo en mas de 20 veces durante el primer
minuto de estado anaerobio, resultando en un gran aumento de la produccién de piruvato y
lactato (Hearse, 1980). Esta via metabélica conduce a un descenso en el pH citosoélico (que
se estabiliza tras los primeros 10 minutos), la continuacién del metabolismo anaerobio y la
produccion de una pequefia cantidad de ATP sin la utilizacion de oxigeno (Schwartz et al.,
1990). La produccién de lactato ocurre, sin embargo, sélo en la fase precoz de la isquemia,

bajo el control de enzimas citosdlicas que son inhibidas por la acidosis.

A pesar de la disminucién de la produccién de ATP desde los primeros segundos de
estado anaerobio, su concentracion citoplasmatica se mantiene gracias a la refosforilacion de
ADP, que se va produciendo mediante la utilizacién del radical fosfato (P) del creatin-

fosfato en una reaccion catalizada por la creatin-cinasa (CK).

— ATP + creatina

Figura L.4.- Sintesis de ATP a partir del ADP.
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Ello conduce a una disminucién de los niveles de fosfocreatina, hasta en un 40-
60% en relacién con los niveles basales (Camacho et al., 1988). Los niveles de ATP
permanecen estables en los momentos iniciales de la isquemia, sin observarse cambios
significativos cuando la funcién contractil ya se ha deprimido (Braasch et al, 1968), y
disminuyen en practicamente un 50% a los 15 minutos de oclusion (si bien el grado de estos
cambios varia en funcion de las variaciones intrinsecas entre los animales y las diferentes
técnicas empleadas para su determinacién). La caida de la concentracion de ATP se
acompafia de un incremento de la concentracion de ADP y fosforo inorgénico, asi como un
aumento de AMP que se metaboliza por la via adenosina-hipoxantina (Jennings ef al,
1987). La degradacién de los nucledsidos da lugar a adenosina y a su metabolito hipoxantina
que, a su vez, es transformado en xantina por la accion de la enzima xantino-oxidasa, con
capacidad para la produccién de radicales libres de Oxigeno (anién superdxido) (Bolli et al.,
1988a).

A medida que se prolonga la isquemia, se produce un mayor descenso en el pH
intracelular y un progresivo incremento en la presién de reposo y el “agarrotamiento”
miocérdico. El incremento precoz del lactato es seguido por un descenso junto con una
mayor disminucion del contenido de ATP y creatinfosfato. Fllo sugiere que tras un estimulo
inicial de la glucolisis anaerobia, ésta es inhibida por la acidosis intracelular severa. En este
momento, profundos cambios iénicos ocurren, como la depleccion de potasio y magnesio

intracelular y un aumento del sodio y calcio citosolicos, como veremos posteriormente.

En isquemias inferiores a 20 minutos, y tras la reperfusion, los niveles de
fosfocreatina, fosforo inorganico y pH se recuperan en pocos minutos, mientras que la

normalizacién del ATP a sus niveles basales es mas lenta (Camacho et al., 1988).

Se ha objetivado durante la isquemia una deceleracion de la Beta-oxidacion de los
4cidos grasos, lo cual produce una disminucion de la carnitina libre y un acumulo
extramitocondrial de los productos intermediarios del metabolismo lipidico, como acil-
coenzima A y acil-carnitina (Reeves ef al., 1989). La acil-carnitina inhibe la bomba de Ca**
del reticulo sarcoplasmico y el intercambiador Na'/Ca®" del sarcolema, asi como la bomba
de Na*, pudiendo activar tambien los canales de Ca** e incrementar los niveles de AMP
ciclico. Estas acciones pueden conducir a una sobrecarga celular de calcio, consumo de
oxigeno y provocacién de arritmias (Apstein, 1999). Este aumento de la concentraciéon de
acil-coenzima A conlleva 4 efectos importantes: a) favorece la sintesis y acumulacion de
triglicéridos en el citoplasma, en combinacion con el aumento concomitante de la sintesis de
glicerol (producto secundario de la glucolisis); b) disminuye la actividad de la adenin-

nucledtido-translocasa, contribuyendo asi a la disminucién de los niveles de fosfocreatina y
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ATP; c) disminuye la esterificacion de los 4cidos grasos libres y por tanto su captacion, a
pesar de lo cual la concentracién de éstos aumenta finalmente como consecuencia de la
lipblisis, que produce la activacién de la fosfolipasa A, por el aumento del nivel de Ca"™
citoplasmético; y d) inhibiciéon de la oxidacién de los carbohidratos, agravando asi la
acidosis celular por el lactato y la acumulacion de H' y la sobrecarga de calcio. Schelbert,
mediante técnicas de tomografia por emisién de positrones, demuestra una prolongada
anormalidad en el aclaramiento del palmitato marcado-C'! en el miocardio postisquémico,
sugiriendo deterioro del metabolismo de 4cidos grasos (Schelbert y Buxton, 1988).

Tras un infarto de miocardio, cirugia cardiaca o tras un episodio de isquemia-
reperfusion, se produce un aumento en los niveles circulantes de acidos grasos (Lopaschuk
et al., 1994). Los efectos deletéreos, a nivel mecanico y electrofisiologico, de esta alta
concentracion en los niveles plasmaticos de 4cidos grasos son conocidos hace mas de 20
afios (Olivier et al., 1975). Estos altos niveles han demostrado también aumentar la
severidad del dafio isquémico en un gran niimero de modelos animales experimentales de
isquemia cardiaca, asi como una depresién de la funcién mecénica durante la fase de

reperfusion (Lopaschuk, 1998).

La degradacién de los fosfolipidos puede dafiar el sarcolema por si misma o a
través de un aumento de la concentracion de lisofosfolipidos, productos de la fragmentacion
de los fosfolipidos con propiedades anfipaticas que pueden incluirse en las membranas
celulares alterando su estructura. Existen otros mecanismos capaces de dafiar los
fosfolipidos de la membrana durante el episodio de la isquemia, destacando entre ellos, la
accién de los radicales libres de Oxigeno. Todos estos fenomenos contribuyen a
desorganizar y debilitar la estructura de las membranas y favorecen los desequilibrios

i6nicos y la pérdida de la homeostasis celular.

El metabolismo proteico, a pesar de la detencién de la sintesis y degradacion
proteica, desempefia un papel menor en la génesis del dafio por la isquemia. Sélo en fases
avanzadas de la misma, con acidosis celular y aumento de la concentracion citoplasmatica
de Ca™ importantes, se produce activacion de las enzimas lisosomiales y proteélisis (Bolli e
al., 1983).

La isquemia también estd asociada a una liberacion de catecolaminas, lo que
empeora la situacién metabdlica al activar la lipolisis del tejido adiposo e inhibir la
secreccién de insulina, aumentando asi la velocidad de la glucolisis anaerdbica y

disminuyendo la relacion plasmatica glucosa/acidos grasos libre (Knight y Fox, 1995).
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Algunos investigadores han observado la liberacién de creatinkinasa y de su
isoenzima CK-MB en el miocardio aturdido por breves periodos de isquemia, con elevacién
significativa en sangre periférica y en ausencia de necrosis celular (Heyndrikx et al., 1985;
Capdevilla et al., 2001).

Asf pues, la isquemia no solo origina un déficit de oxigeno y de substratos para la
produccién de energia, sino que conlleva importantes alteraciones idnicas y actimulo de
productos resultantes del metabolismo celular (fosfolipidos, lactatos,...), que constituyen el
sustrato de las alteraciones que se producen a nivel contractil y electrofisiolégico, y que, de

prolongarse en el tiempo, conduciran a la muerte celular.

EPERFUSION
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Figura L5.- Cambios en el pH intracelular, fosfato inorganico (Pi), ATP y fosfocreatina detectados
mediante resonancia magnética nuclear durante un episodio corto de isquemia en el corazén aislado

de rata (Ferrari et al., 1998).
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2.3. Alteraciones ultraestructurales.—

En series experimentales previas realizadas en nuestro laboratorio se ha observado
en el tejido sometido a isquemias breves y repetidas (aparentemente integro en microscopia
optica y sin elevacién enzimética que demuestre la presencia de necrosis) importantes
alteraciones a nivel de la estructura mitocondrial, consistentes principalmente en un
descenso de mitocondrias interfibrilares y en la densidad de la matriz con pérdida de
granulos mitocondriales, desorganizacion de crestas, vacuolizacién y disminucién de su
densidad numérica (Pomar ef al., 1995). Ademas se ha observado una gran proporcion de
mitocondrias fusionadas e hinchadas, con cambios de forma tendentes a esfericidad y que
dan lugar a una densidad de volumen mitocondrial aumentada (figura L.6). En el nicleo se
han observado cambios en la disposicién de la cromatina, que pasa de una situacién de
predominio perinuclear (interfase) a una notable dispersion de dicha cromatina, asi como de
los acumulos intranucleares. Esta situacion refleja probablemente la intensa actividad que se
esta desarrollando en los nucleos a fin de enviar las 6rdenes necesarias para iniciar los

procesos de restauracién del dafio mitocondrial provocado por la isquemia miocardica.

Figura 1.6.- Microfotografia electronica de una seccion de tejido miocardico de perro sometido a isquemia
(A: zona control; B: zona isquémica). Obsérvese que en la zona isquémica ademas de mitocondrias dafiadas
con aumento de su 4rea (Figura B) también existe mitocondrias normales y procesos de vacuolizacion
(Figura C, flecha). Las iméagenes han sido tomadas entre 7000 y 12000X.
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La presencia de alteraciones del aparato mitocondrial ha sido observada por
diferentes autores utilizando periodos de isquemia mds prolongados. Greve y cols. (1990),
después de ocluir durante 10 minutos la arteria descendente anterior en gatos con térax
abierto, observan también mitocondrias hinchadas y un aumento de la fragilidad del
sarcolema. Jennings y cols. (1985), utilizando un modelo de isquemia tinica de 15 minutos
en perros anestesiados y con térax abierto y tras 20 minutos de reperfusion, no observaron
alteraciones con respecto al control, al igual que Nicklas y cols. (1985) con oclusiones

repetidas de 5 minutos.

Estas diferencias entre los diversos autores podria estar justificada por los
diferentes tiempos de reperfusion utilizados. Basuk y cols. (1986) estudian la ultraestructura
celular en un primer grupo de perros después de una oclusion de 10 minutos de la arteria
circunfleja y aprecian una ligera marginacion de la cromatina nuclear junto a una ausencia
de granulos intramitocondriales y pérdida parcial de glicogeno; sin embargo en un segundo
grupo con una oclusién de 10 minutos y 20 minutos de reperfusion observan como las
alteraciones estan totalmente recuperadas; y tampoco encuentran alteraciones en un tercer
grupo tras 4 oclusiones separadas de 20 minutos de reperfusion entre ellas. Estos hallazgos
refuerzan las experiencias de Wynsen (1991) sobre la importancia de los periodos de

reperfusion en la aparicién de disfuncién postisquémica.

Otros cambios objetivados durante la isquemia hacen referencia a una rapida
desaparicion de los granulos de glucégeno del sarcoplasma en los minutos iniciales de la
isquemia para desaparecer por completo a los 4 minutos (Heggtveit, 1969). En el
compartimento extracelular el inico cambio notable y precoz es la tumefaccion edematosa
de las células endoteliales de los capilares, junto a la presencia de edema intersticial que ha
sido interpretado como el resultado de una mayor permeabilidad microvascular a
consecuencia de la retraccién de los mérgenes laterales de las células endoteliales de los

vasos, proceso que ensancha los espacios intercelulares (Pilati, 1990).

Una isquemia mas prolongada en el tiempo condiciona alteraciones a nivel de las
miofibrillas, dehiscencia de los discos intercalados, asi como la ruptura de la membrana
plasmatica con pérdida de las organelas hacia el espacio intracelular (necrosis).

Tanto las alteraciones metabolicas como ultraestructurales que se producen durante

el periodo isquémico pueden recuperarse tras la restauracion del flujo coronario,

dependiendo del tiempo de isquemia asf como de la reperfusion.
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Tabla 1.2.- Efectos de la isquemia/reperfusion sobre la ultraestructura celular del miocardio en
diferentes modelos animales. D.A.: Arteria descendente anterior; A.C.: Arteria circunfleja; Isq: Tiempo de

isquemia:

Rep. Tiempo de reperfusion.

2.4. Alteraciones idnicas y del equilibrio dcido-base.-

La acidificacion del medio intracelular durante la isquemia, combinada con la

depleccién energética, determina rdpidamente una inhibicién de casi todos los mecanismos
enzimaticos de la célula, produciéndose numerosas alteraciones idnicas. Mas concretamente
desaparece la funcién de los “sistemas transmembra de intercambio i6nico”, especialmente

los ATP-dependientes, y manteniéndose sélo los movimientos iénicos pasivos.

Homeostasis del Na'. La paralizacién de la bomba Na'/K" ATPasa produce un

aumento de la concentracion intracelular de Na'. En condiciones normales, este aumento se
acompafiaria de un aumento de la concentracion citoplasmatica de Ca"" por inversion de los
intercambiadores Na'/Ca'™ del sarcolema; sin embargo, durante la isquemia la importancia
de este mecanismo es mucho menor por inhibicién de dichos intercambiadores en presencia
de acidosis y por concentraciones bajas de ATP (Guarnieri, 1985). El aumento de la
concentracion de Na™ se produce lentamente durante la primera media hora de estado
anaerobio, y se acompafia de aumento del contenido celular de Hz0. El aumento del volumen

celular puede causar por si mismo una lesion severa del sarcolema, que parece manifestarse
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inicialmente por disrupcién de las conexiones sarcolema-tibulos T y la consiguiente

aparicién de vesiculas subsarcolemales localizadas (Seenberg et al., 1985).

Homeostasis del Ca'*. Los movimientos de los iones calcio también sufren graves

perturbaciones, de mecanismo complejo y aun no bien conocido. Parece, sin embargo, que
estas alteraciones son fundamentales puesto que el calcio es un factor esencial para la
contractilidad del miocito y su regulacion enzimatica, actuando como mensajero en un gran
nimero de procesos celulares que son puestos en marcha por un aumento de la
concentracion citoplasmatica de este i6n. Durante la isquemia su concentacién aumenta
lentamente, manteniéndose practicamente normal durante los primeros 15-20 minutos.
Dicho aumento se debe fundamentalmente a la incapacidad del reticulo sarcoplasmico para
captarlo, en contra del gradiente citoplasma-reticulo, mediante la correspondencia ATPasa
(Carafoli y Penniston, 1986). Peng y cols. (1986) refieren que el actimulo de Ca™
intracelular observado en el tejido miocardico isquémico y posteriormente reperfundido,
estaba en relacién inversa a la produccién de ATP mitocondrial. La paralizacién de la
bomba sarcolemal de Ca'™, de escasa capacidad aunque de alta sensibilidad (dedicada al
ajuste fino de la concentracion de Ca™) y la inversién de los mucho mas capaces
intercambiadores Na'/Ca'™ desempefian un papel menor. En principio, la elevacién
considerable de la concentracién de Ca™ en el citosol es debida fundamentalmente a la
liberacion de grandes cantidades de este i6n que se almacena en el reticulo sarcoplasmico. El
trifosfato de inositol (IP*), producido por la hidrolisis del fosfolipido de membrana bifosfato
de fosfatidilinositol por accién de la fosfolipasa C, es el responsable de la liberacion de
calcio a partir del reticulo sarcoplasmico, al activar un canal de calcio situado en la
membrana del reticulo. Esta liberacion aumenta con el descenso del pH y el aumento de la
concentracién de ADP (generado por el catabolismo de las reservas de ATP que no puede
ser refosforilado en ausencia de metabolismo oxidativo). Las mitocondrias son capaces de
achicar enormes cantidades de Ca™ durante la isquemia, gracias a un transportador
monoiénico capaz de introducir este i6n a favor del gradiente eléctrico citoplasma-
mitocondria. Sin embargo, la captacién de Ca™" por las mitocondrias se ve entorpecida por el
aumento de la concentracién de Na' y por la acidosis, debido a la existencia de
intercambiadores Na*/Ca™ y Na'/H' en la pared mitocondrial. En fases avanzadas de la
lesién isquémica, el Ca™ puede entrar en la célula por rutas anormales a través del

sarcolema y discos intercalares.

Medidas del Ca'™ intracelular durante la isquemia han mostrado que el descenso
precoz en la fuerza contractil no es debida a un transito anormal del Ca™™, sino mas bien a
una alteracién en la sensibilidad del Ca™ de las proteinas contréctiles (Lee y Allen, 1992).

Ha sido largamente reconocido que la sobrecarga intracelular de Ca™ conduce a arritmias,
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fallo contréctil y finalmente, cuando supera un determinado umbral, muerte celular (Katz y
Reuter, 1979).

Homeostasis del pH. La isquemia conduce a un importante incremento de la

glucolisis en relacién con la oxidacién de la glucosa, resultando de ello una hidrélisis
anaerdbica de ATP y la produccién de un exceso de protones citosolicos. Ello, unido a la
disminucién del flujo coronario condiciona la acumulacion de protones. Asi mismo el
aumento del nivel de NAD reducido (NADH) y de las concentraciones de metabolitos
intermediarios de la via glucolitica y del metabolismo de los acidos grasos conduce a la
acidosis celular, a la que también contribuye, aunque en menor medida, el aumento de la

pCO;, por la detencion de la respiracion (Hearse, 1980).

Este exceso de protones es intercambiado por otros cationes, y ello conduce a un
incremento en el exceso de calcio intracelular. La necesidad de usar ATP para restablecer la

homeostasis de H", Na" y Ca*" conduce a una disminucién de la eficiencia cardiaca.

Los efectos iniciales de la acidosis pueden ser considerados como una respuesta
adaptativa, al disminuir la fuerza de contraccién de forma paralela a la reduccién de la
produccién de energia. Sin embargo una acidosis severa y prolongada es deletérea y se ha
demostrado que el grado de dafio celular puede ser disminuido mediante inhibidores del
intercambiador Na'/H" (amiloride, HOE 694) (Murphy et al., 1991; Scholz et al., 1993).

El exceso en la produccién de H' durante el metabolismo anaerébico conlleva a una
disfuncién contractil por mecanismos ain no completamente conocidos. Este efecto
deletéreo en la contraccion puede ser prevenido mediante la adicciéon de drogas que
promueven la oxidacion del piruvato, reduciendo asi su conversion a lactato ( dicloroacetato,

ranolazina y probablemente también L-carnitina) (Taegtmeyer, 2000).

Homeostasis del K*. Junto con los cambios anteriormente descritos en la cinética

i6nica, diversos estudios han observado una disminucion significativa del K" intracelular
durante el estado anaerdbico, produciéndose un aumento a nivel extracelular (Harris, 1966).
Se han descubierto la presencia de canales especificos para el K* en la membrana sarcolemal
que se activan cuando la concentracién intracelular de ATP estd severamente reducida
(Noma, 1983).
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NTRACELULARES| [ EXTRACELULARES

Aumento Ca’" citoplasmético { Acumulacién de K
Acumulo-de CO,y H Depleccion ATP, AMP y CP

Aumento de lactatos Liberacion de catecolaminag|
\Aumento AMPc Disminucion NADH

IAcumulacién de lisofosfoglicéridos IAumento de alfarreceptores|

Tabla L3.- Alteraciones del entorno celular durante la isquemia miocdrdica.-

2.5. Alteraciones electrofisioldgicas.-

Los principales efectos de la isquemia a nivel electrofisiolégico estan originados
basicamente por las alteraciones que se producen a nivel iénico y metabdlico, descritas
anteriormente. Estas alteraciones dan lugar a un acortamiento en el potencial de acciéon y a
una disminucién de la velocidad de conduccién, lo cual facilita el automatismo anormal. Sin
embargo, la situacion anaerobia favorece otros muchos mecanismos capaces de producir
alteraciones electrofisiologicas como la aparicion de postpotenciales en relacion con el

aumento de la concentracion citoplasmatica de Ca’* (Rosen et al., 1987).

A los pocos segundos de la oclusién coronaria se observa una pérdida progresiva
del potencial de reposo (despolarizacion) que, a los 10 minutos, puede alcanzar valores de
-60 mV en el corazén del cerdo (Cinca et al., 1980). A este trastorno se asocia un
enlentecimiento y reduccion de la amplitud de la fase de ascenso rdpido del potencial
transmembrana y un acortamientro de su duracion. En fases mas avanzadas el grado de

despolarizacion llega a valores tales que la célula deviene inexcitable.

El acortamiento del potencial de accion es debido a la pérdida de K™ intracelular.
Diversas investigaciones, utilizando electrodos sensibles al K*, han demostrado que
inmediatamente despues de la isquemia se produce un acumulo de K" en el espacio
extracelular debido a un aumento en su salida a causa de alteraciones de la permeabilidad al
potasio (Weiss y Shine, 1981; Gaspardone et al., 1986). La disminucién de la velocidad de
conduccién estd causada por una parte por la inhibicion de los canales rdpidos de Na’ con
predominio de los canales lentos de Ca™ y de otra por la acumulacion de AMP ciclico que
se origina durante la isquemia. La aparicién de zonas de conduccién lenta junto con zonas
de conduccién normal facilita la aparicién de arritmias por reentrada durante la isquemia
miocérdica (Han, 1969).
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La acumulacién de metabolitos téxicos y la activacién del sistema simpético
contribuiria a la produccién de alteraciones electrofisiolégicos en el tejido isquémico (Cinca,
1988).

2.6.- Otras alteraciones.-

Se ha documentado que, en condiciones de isquemia, tiene lugar la liberacion de
sustancias susceptibles de agravar la isquemia local, como el tromboxano A,. Esta sustancia
se produce, en parte, por accién de los radicales libres sobre los fosfolipidos de membrana y,

en parte, por la activacién plaquetaria como respuesta a la isquemia del miocardio.

El tromboxano A, posee varias propiedades que agravan la isquemia: es un potente
agente vasoconstrictor por su accién sobre el musculo liso vascular; estimula la agregacion

plaquetaria y se sospecha ademés que interviene en la activacién de los neutréfilos.

Por ultimo, durante la isquemia grave y prolongada se observa una respuesta
inflamatoria aguda caracterizada por la llegada y acumulacién de neutréfilos
polimorfonucleares en la zona isquémica del miocardio. Esta es la primera etapa de

“limpieza” del tejido necrosado, necesaria para iniciar la cicatrizacion.

Se sospecha que la llegada de los neutrofilos agrava la lesién de isquemia, pues se
ha demostrado en animales de experimentacién que la depleccion de polimorfonucleares
circulantes se asocia a una disminucién del tamafio del infarto, paralela a la menor

infiltracion del tejido por estas células (Ma et al,. 1992).

3.- LESION POR REPERFUSION.-

Uno de los objetivos de la investigacién cardiolégica en los dltimos afios ha sido la
busqueda de procedimientos que permitan la restitucién del flujo sanguineo en las arterias
coronarias que, al ocluirse, eran la causa de la isquemia; a este fendmeno se le llamé
reperfusién. Sin embargo, los estudios experimentales realizados en animales pusieron de
manifiesto que, si bien la reperfusion era capaz de salvar células miocardicas en riesgo,
también se producia una aceleracién de cambios estructurales asociados con muerte celular
durante esta fase (Herzog y Califf, 1995). Posteriormente estas observaciones pasaron del
campo experimental al terreno de la cirugia cardiaca al observarse una disfuncidn contractil

del corazon tras el restablecimiento de la circulacién normal después del uso de circulacion
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extracorpdrea. Es a partir de estos hechos cuando Buckberg en 1983 establece por primera
vez el concepto de dafio por reperfusién para referirse a los diversos mecanismos que
disminuyen el éxito e inclusive producen mayores alteraciones funcionales y estructurales
durante el restablecimiento del flujo sanguineo a través de una arteria coronaria previamente
ocluida (Rosenckraz y Buckberg, 1983).

3.1. MECANISMOS DEL DANO POR REPERFUSION.-

Ya hemos visto anteriormente que la oclusion de una arteria coronaria provoca
diversas alteraciones a nivel del metabolismo celular del tejido isquémico. Si dicha oclusion
persiste, en ausencia de una adecuada circulacion coronaria colateral, el déficit de
reperfusion resultard de un dafio estructural irreversible, y finalmente conduciré a las células
miocardicas a la muerte. Si la reperfusion ocurre antes de que el dafio sea irreversible, la
célula puede recuperarse. Sin embargo, en contra de lo esperado, algunas células
miocérdicas sufren mayor dafio a pesar de que el flujo coronario se haya restablecido. Las

consecuencias de ello incluyen arritmias, miocardio aturdido y dafio celular irreversible.

Este dafio condicionado por la reperfusion ha sido motivo de multiples
investigaciones, habiéndose involucrado diferentes hipétesis entre las que destaca el
aumento brusco del oxigeno y del calcio (Tellez ef al., 1996). A dichas hipétesis se les ha
denominado “paradojas” pues resulta contradictorio que siendo el Ca™ y el oxigeno
esenciales para la contraccién del miisculo cardiaco y la respiracion celular respectivamente,
sean dafiinos para la célula durante la reperfusion. Ambos fendmenos son
extraordinariamente parecidos, provocando cambios bioquimicos y ultraestructurales
similares, si bien en el dafio originado por el oxigeno la lesion celular es menos violenta y
necesita un mayor tiempo de anoxia (30-40 minutos). A continuacién describimos los

diferentes mecanismos implicados en el dafio por reperfusion.
3.1.1. La paradoja del oxigeno: papel de los radicales libres.-

“Se denomina radicales libres a todas aquellas moléculas que tienen un electron
desapareado en su orbita mds externa; esta circunstancia les confiere una capacidad de
reaccion extraordinariamente elevada, por lo que son capaces de actuar en los sistemas
bioldgicos con gran avidez, produciendo cambios en la conformacién quimica o en la
estructura de los elementos celulares que los hace incompatibles con la vida” (Crystal y
Ramon, 1992).
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Entre los radicales libres con relevancia bioldgica, tienen peculiar importancia los
que se derivan del oxigeno. Estos se producen de forma escalonada mediante la captacién de
1, 2 6 3 electrones por una molécula de O,. La captacién del primer electrén da lugar a la
formacion de superéxido (0;) que, al recibir un segundo electrén en presencia de HyO, da
lugar a la sintesis de peréxido de hidrégeno (H»O,), compuesto oxidante que no es un
radical libre, pero que captando un tercer electron da lugar a la formacion, siempre en
presencia de H,O, de grupos hidroxilo (OH), que ademas de ser un radical libre es un
potente oxidante (McCord, 1984).

En condiciones normales, la mayor parte del oxigeno molecular es reducido por
sistemas intracelulares tales como el complejo citocromo-oxidasa, localizado en la
mitocondria (95% del O,). Sin embargo, una pequefla parte (3%) se escapa de esta via
metabolica, generdndose productos toxicos intermedios (O, H2O,, OH). Estas sustancias
son neutralizadas rapidamente por enzimas endégenas con finalidad limpiadora
(scavengers); el peroxido de hidrogeno es reducido por catalasas intracelulares mientras que
la enzima superoéxido dismutasa (SOD) detoxifica el radical superéxido mediante la reaccion
de la figura 1.7 (Zarco, 1989). Otros antioxidantes enddgenos como la vitamina E, 4cido

ascorbico y cisteina, también participan en estas acciones (Ferrari, 1990).

Figura L.7- Reaccion de detoxificacion del radical superdxido

De esta forma el miocardio aerébico es capaz de manejar y sobrevivir a la continua
produccién de radicales libres derivados del oxigeno, gracias a la existencia de un delicado
balance entre los sistemas celulares que generan oxidantes y aquellos que mantienen el

mecanismo defensivo antioxidante.
Durante el proceso de isquemia-reperfusion se van a producir una serie de alteraciones

metabdlicas que van a condicionar, en ltimo término, un aumento en la produccién de
radicales libres (Myers et al., 1985; Zarco, 1989; Maupoil et al., 1993):
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e La reduccién de los componentes de la cadena respiratoria como el

citocromo c;;

e El aumento de AMP y de sus metabolitos (adenosina, inosina e
hipoxantina) junto con la activacion de la xantin- oxidasa durante la
isquemia, por proteasas calcio-dependientes, constituye una fuente
de aniones superéxido y peréxido de hidrégeno en la conversién de

hipoxantina a xantina y su posterior metabolismo (figura 1.8).

CATP

- ﬂ . 5 Xantin-deshidi‘ogenasa

© Xantin-oxidasa

Hipoxantina :—::é:> Xantina - c=——"—""—> Acido iirico + H;0, + Oy

0,
| REPERFUSION >

Figura L8.- Metabolismo del ATP.

e las alteraciones del metabolismo de los lipidos, en especial la activacion
de fosfolipasas por la acumulacién de Ca™ citosélico, puede inducir una
liberacion de 4cido araquidénico, lo que estimula el metabolismo de este
4cido y la formacién concomitante de radicales libres por la ciclo-

oxigenasa;
e la acumulacién de equivalentes reductores durante la isquemia, como

NADH, NADPH, flavoproteinas y el lactato, que pueden reaccionar

entre ellos o con el oxigeno, induce la formacion de radicales libres;
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e Las catecolaminas liberadas durante la reperfusion podrian contribuir a
la formacion de radicales libres ya que, por auto-oxidacidn, generan

electrones y compuestos de oxidacion de radicales (adrenocromos);

e El proceso inflamatorio, y en especial la activacién de los neutréfilos,
constituye una fuente de radicales libres. Dichas sustancias pueden
inducir la formacién de factores quimiotacticos que provocan acumulo
de neutréfilos y su activacion. La formacién de agregados y el aumento
de la permeabilidad vascular que favorece la aparicion de edema, van a

alterar la microcirculacion y exacerbar el proceso isquémico;

o Lalisis de hematies presentes en los capilares libera derivados del hierro

que favorecen la formacion de radicales libres;

e También se ha documentado la produccién de radicales libres por la
célula endotelial (Welbourn et al., 1991).

El descenso progresivo de los sistemas de defensa encargados de la eliminacion de
los radicales libres contribuira finalmente a una acumulacién progresiva de estos
compuestos. Se ha objetivado una disminucién de la actividad SOD durante la hipoxia (50%
de reduccion en su actividad tras isquemia severa). Por otra parte, radicales oxigenados
inactivan las enzimas encargadas de la degradacion del peréxido de hidrégeno (glutation
peroxidasa y catalasa). A pesar de que las alteraciones de los sistemas de defensa
enzimaticos no aparecen mas que tras perfodos largos de isquemia y reperfusion, la
disminucién de eficacia de uno solo de sus componentes puede conducir a una perturbacion
de todas las defensas enzimaticas. El debilitamiento de los sistemas de defensa no
enziméticos, en especial los niveles de vitaminas E y C, podria igualmente participar en la

acumulacion de radicales libres.

Durante la reperfusion, la restauracién de la disponibilidad de O, incrementa
enormemente la formacién de estos metabolitos toxicos (Zarco, 1988). Mediante técnicas
especificas para valorar la actividad de los radicales libres, se ha observado como en
corazones sometidos a periodos breves de isquemia (15 minutos) se producen bajas
concentraciones de radicales de O, durante la oclusién coronaria, con un aumento subito en
el momento de la reperfusion, un pico entre los 2-4 minutos posteriores para reducirse
posteriormente de forma progresiva (Bolli, 1991). Utilizando este sistema se ha demostrado
como la administracién de productos intermedios reactivos del O, (como el perdxido de

hidrégeno), la aplicacién de sistemas generadores de radicales libres (hipoxantina mas la
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xantina oxidasa), o el empleo de promotores de la produccion de radicales libres (como el
hierro) desencadenan reducciones répidas y graves de la funcién contractil y/o cambios en
diversos parametros electrofisiolégicos (McCord et al., 1985; Pallandi et al., 1987; Burton,
1988).

Los tres principales mecanismos de dafio causado por los radicales libres son: la
peroxidacién de los lipidos, la oxidacién de las proteinas y la ruptura del ADN (Ferez ef al,
1998). La peroxidacién lipidica de las membranas produce un dafio tanto estructural como
funcional, debido a que condicionan un aumento en la permeabilidad de la membrana al

calcio, lo que finalmente conlleva un incremento en el calcio intracelular.

Otro mecanismo lesional consecuencia de la reperfusion es la formacion de
endoperéxidos como resultado de la accion de los radicales libres derivados del O, (Peters y
Footse, 1979). La generacién de estos productos metabolicos favorece la produccién de
eicosanoides por la via de la lipooxigenasa y la ciclooxigenasa (tromboxano Ay,
prostaciclina PGI, y el grupo de las prostaglandinas PGE y F). La consecuencia final de
todas las secuencias metabélicas desencadenadas por la reperfusién tras un periodo de
isquemia seria el inicio de fenémenos inflamatorios. Dicho proceso provocaria edema y
acumulacién de leucocitos que potenciarian los fenémenos de isquemia, cerrando el circulo
vicioso (McCord, 1987).

Desde un punto de vista clinico existen estudios durante la realizacién de
angioplastia coronaria transluminal que demuestran la presencia de marcadores indirectos de
la produccién de radicales libres a nivel del seno coronario, tales como el malonaldehido,
4cido trico y glutation oxidado (De Scheerder ef al., 1991). También el stress oxidativo se
va a poner de manifiesto en otras situaciones de la clinica diaria, como en la insuficiencia
coronaria crénica y aguda, en la necrosis miocardica y la trombolisis posterior asi como en

la proteccién del miocardio perioperatorio (Artigou e al., 1993).

Aunque hay pocas dudas respecto a la generacién de radicales libres de oxigeno
durante la reperfusién, se mantienen ciertas posiciones de escepticismo con respecto a los
beneficios clinicos de la limpieza de estos radicales libres como terapia adicional en el
manejo de la reperfusién clinica. Algunos estudios han demostrado que la infusién de
antioxidantes atenua la disfuncién post-isquémica independientemente de si su
administracion fue iniciada antes de la isquemia o 1 minuto antes de la reperfusion; sin
embargo su infusién tras un minuto de la reperfusion es inefectiva, sugiriendo que el dafio
critico de los radicales libres ocurre en los primeros momentos de la reperfusién (Ferrari ef
al., 1998).
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3.1.2. La paradoja del calcio.-

Dicha paradoja, descrita por Zimmerman y Hulsmann (1966) pretende explicar el
severo dafio celular caracterizado por una marcada liberaciéon de enzimas miocéardicas y
formacién de vesiculas intracelulares, burbujas subsarcolémicas y las denominadas “bandas

de contraccién” tras la reintroduccién de calcio durante la fase de reperfusion.

En la membrana celular existen diversos mecanismos que regulan el calcio
citosolico. Entre estos mecanismos se encuentran los de entrada de Ca™ a la célula: a) el
gradiente de calcio; b) el intercambiador Na'/Ca™; y ¢) la difusién pasiva de Ca'". Para
evitar la acumulacién citosélica de dicho i6n deben existir mecanismos de salida al exterior
de la célula. Los dos mas importantes son: a) el flujo de Ca'™" a través del intercambiador
Na'/Ca*" (reaccion reversible que depende del gradiente de concentraciones y del potencial
de membrana); y b) una bomba de calcio activa situada en la membrana y ATP dependiente.
Para que la funcién celular sea normal debe existir un fino equilibrio entre todos estos

mecanismos.

Al ser privadas de oxigeno durante la isquemia, se produce disminucién de los
niveles celulares de ATP y un incremento del fosfato, lo que limita la salida del calcio de la
célula y produce una acumulacién del mismo en su interior. Se pierde asi la capacidad para
reestablecer la homeostasis del calcio. Este aumento citosélico de Ca™ deja como resultado
una desensibilizacién relativa de las miofibrillas al Ca™, debida probablemente a la

degradacion de las mismas (dependiente del Ca™) (Soei et al., 1994).

Durante la reperfusion, el calcio libre en el citosol se incrementa excesivamente a
niveles supranormales mediante la entrada de Ca' externo a través de los canales de calcio
y el intercambiador Na'/Ca™, asi como por la liberacién de Ca™ de almacenes intracelulares
ocasionados por la estimulacién de receptores B-adrenérgicos (Opie y Dphil, 1989). En
condiciones normales, el Na', no se “cuela” a través de los canales del calcio a favor de su
gradiente electroquimico, debido, muy probablemente, a que estos canales estan
permanentemente ocupados con mas de un atomo de Ca™". La activacién del canal y su
apertura conllevaria la unién de un atomo de Ca™ a su extremo exterior, lo que a su vez
provocaria una deformacion del canal y la expulsion del atomo de Ca™ al orificio interno
(Carafoli y Penniston, 1986). Segin este modelo durante la deprivacion de Ca™" llega un
momento en que-¢el canal queda libre de Ca", y permeable por tanto al Na'. La entrada de
Na' hace que su concentraci6n intracelular aumente de forma importante y, al reinstaurarse
la reperfusion con Ca™, entren en funcionamiento los intercambiadores Na'/Ca*”,

produciéndose una rapida entrada de Ca'" al citoplasma. Esta entrada no puede ser absorbida
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por el reticulo sarcoplasmico ni por las mitocondrias, a pesar de la captacion de importantes
cantidades de Ca™ por estas ultimas, y la elevacién del Ca™ citopldsmico dispara todos los
mecanismos de los que el Ca’" es mensajero, produciéndose la hipercontraccién y la muerte
celular (Hess y Manson, 1984; Persad et al., 1995). Los mecanismos exactos mediante los
cuales se produce una entrada masiva de calcio durante la reperfusion no se encuentran
determinados con exactitud, pero es muy probable que las alteraciones en los sistemas de

transporte del sarcolema sean los responsables de la acumulacién de calcio.

La entrada incontrolada de calcio produce activacion de fosfolipasas y proteasas
que ocasionan dafio a nivel del citoesqueleto y las membranas celulares, favoreciendo
también la produccién de radicales libres derivados del oxigeno (Tellez et al, 1996).
Algunos estudios han demostrado que la reoxigenacién se encuentra asociada con una
disminucion de la eficiencia en la transferencia de electrones a nivel de la NADH-CoQ
oxidoreductasa (sitio 1 de la cadena respiratoria) en la membrana interna mitocondrial,
ademas de un incremento en el contenido de calcio mitocondrial (Moreno-Sanchez, 1985).
Este incremento puede ser dafiino para la mitocondria, pues induce una marcada
disminucién de la fosforilacidon oxidativa, por lo que se ha especulado que la muerte celular
ocurre cuando la sobrecarga de calcio produce el fallo mitocondrial en la produccion de
ATP (Silverman, 1993).
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Figura 1.9.- Fisiopatologia del dafio celular inducido por el calcio durante la reperfusion.
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La mejor base para la hipétesis de que la entrada de calcio en la célula contribuye a
la produccion de la disfuncién post-isquémica es el hecho de que estudios realizados con
bloqueadores de los canales del Ca™", a dosis que no afectan la hemodindmica periférica ni
el flujo regional miocardico, mejoran la funcién del miocardio aturdido (como veremos

posteriormente).
3.1.3. La paradoja del proton: el intercambiador sodio-hidrégeno.-

Este es un mecanismo més mediante el cual se puede producir el incremento del
calcio intracelular durante la reperfusion. Este modelo postula que, durante la isquemia, en
Ja célula se ponen en marcha mecanismos anaerdbicos los cuales generan acido lactico con
la consecuente produccién de iones hidrégenos y el desarrollo de acidosis intracelular. Tal
acidosis tiene un importante efecto inotrépico negativo por el que la célula miocardica tiene
que recurrir a varios mecanismos para mantener su pH intracelular. Uno de estos es el
intercambiador Na'/H" de la membrana plasmaética, que se activa por el incremento de
hidrogeniones, con la finalidad de sacarlos del interior de la célula. De esta manera se
incrementa la concentracién intracelular de sodio; esta alta concentracion de sodio estimula
la actividad del intercambiador Na*/CaZ* e induce un aumento en la concentracién de Ca®*

en el citosol desencadenando el dafio anteriormente descrito (Karmazin, 1996).

A

Figura L10.- Intercambiador sodio-hidrogeno.
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Un estudio experimental reciente indica que la acumulacion intracelular de Na*
durante la isquemia es el substrato para el dafio por reperfusion, y que la cinética de la
concentracion intracelular de Na', acoplada al influjo del Ca'*, determinan un punto

importante en el grado de lesion (Imahashi ef al., 1999).

Un punto importante en la demostracién de que la bomba Na'/H" interviene en la
produccién del dafio inducido por la isquemia-reperfusion ha sido la identificacién de una
serie de sustancias con capacidad para inhibir la via de actuacién de ésta. El amiloride (un
agente utilizado en clinica como diurético) u otros derivados més potentes (dimetilamiloride,
hexametilamiloride,...) producen una recuperacién de la funcion contractil después del
evento de isquemia/reperfusion, junto con una reduccién de las arritmias y de la necrosis
celular (Scholz et al., 1993; Meng et al., 1993).

Otra sustancia que ha sido utilizada es el HOE 469 (3 methysulfony 1-4
piperidinobenzonyl guanidine hydrochloride; Hoescht AG, Germany), el cual también
presenta un mecanismo de accién de bloqueo del intercambiador Na'/H', demostrando una
mejoria en la recuperacién funcional, asi como efectos antiarritmicos, lo que podria tener su
utilidad en farmacologia clinica (Scholz et al., 1993; Councillon et al., 1993).

3.1.4. Papel de los dcidos grasos.-

El incremento de los niveles de 4cidos grasos han mostrado ser toxicos para el
miocardio isquémico, estando asociado con el aumento del dafio de la membrana, arritmias y
aceleracion del deterioro funcional (Apstein, 1999). Durante la reperfusion, la oxidacion de
los 4cidos grasos puede recuperarse rapidamente y dominar como fuente de produccion de
ATP, proporcionando més del 95 % de los requerimientos energéticos del corazén. Por una
parte, el complejo piruvato-deshidrogenasa estd inhibido por esas altas tasas de AG, con el
resultado de una disminucién entre la relacion oxidacién de la glucosa y glucolisis. Por otro
lado, durante la isquemia y reperfusion, los niveles de malonylCoA tambien descienden,
resultando en un incremento de la actividad carnitina-palmitoyl-transferasa (CPT-1) durante
la reperfusion. El incremento de la CPT-1 y los altos niveles de AG que ocurren tras el
episodio isquémico conducen a una alta tasa de oxidacion de AG. Como resultado de todo
ello, la oxidacién de la glucosa permanece deprimida, la produccion de protones por el
metabolismo de la glucosa aumenta y el consumo relativo de oxigeno para realizar la
contraccién cardiaca se eleva. Ello conduce a una disminucién de la eficiencia cardiaca
durante la reperfusion. (Lopaschuk, 1999). Este disbalance relativo entre la oxidacién de la
glucosa y los AG durante la isquemia y la reperfusion puede ser un importante factor en el

origen de la disfuncién miocérdica asociada a la reperfusion. La estimulacion de la
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oxidacion de la glucosa durante la reperfusion consigue aumentar la eficiencia cardiaca, con
una mejora paralela de la funcién cardiaca (Liu et al., 1996). Una forma de disminuir el
metabolismo de los AG y aumentar la metabolizacién de la glucosa es disminuir los niveles

circulantes de AG, como por ejemplo, con el empleo de soluciones de glucosa-insulina.

Estudios experimentales han mostrado que la activacion de la piruvato-
deshidrogenasa con dicloroacetato mejora la recuperacién mecdnica del corazén
postisquémico, contrarrestando el efecto adverso de los acidos grasos, disminuyendo la

produccién de lactato y evitando la acidificacion del tejido (Lopaschuk er al., 1998).
3.1.5. OTROS MECANISMOS.-
a) Papel del potasio.-

En un gran numero de estudios se ha observado una disminucién significativa del
potasio intracelular durante la fase de isquemia, produciéndose un incremento en el potasio
extracelular (Harris, 1966; Cole et al., 1991). Estos cambios en la homeostasis del K,
objetivados desde los primeros segundos de producirse el evento isquémico, son un factor
determinante en la arritmogénesis que se produce durante la reperfusién (Coronel et al.,
1988).

El mecanismo por el cual la célula pierde K" ha sido motivo de diversos estudios,
pero no es hasta el descubrimiento e identificacion de los canales Katp sensibles en el
corazoén, cuando se produce un significativo avance. Hace mas de una decada se postulo que
niveles bajos de ATP en el tejido postisquémico podrian inducir una apertura de los canales
Karp reguladores, acortando la duracién del potencial de accion y preservando los niveles de
ATP miocérdico, protegiendo asf al corazén contra la isquemia severa (Noma, 1983). Dicho
acortamiento en la duracién de la fase de meseta del potencial de accién, también disminuye

el tiempo de entrada de Ca™ al interior de la célula y limita el dafio por sobrecarga de Ca™.

Estudios realizados con farmacos activadores de estos canales (como Nicorandil o
Pinacidil) sugieren que dichas sustancias parecen tener un marcado efecto cardioprotector en
el corazon isquémico al prevenir la hipercontraccién, disminuir la incidencia de arritmias y
ayudar significativamente a la recuperacion de la tension cardiaca originada (Mitani ef al.,
1991). Nuevos estudios y la aparicién de nuevas sustancias mas especificas y potentes que
modulen estos canales se proyectan en la actualidad como nuevas alternativas en el

tratamiento del dafio producido por la isquemia-reperfusion miocardicas.
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b) Papel de los neutrdfilos.-

Actualmente se sabe que tras un periodo de isquemia miocérdica, la regién afectada
muestra hallazgos caracteristicos de una respuesta inflamatoria, que incluye infiltracion
celular y edema; siendo la acumulacion de los neutréfilos uno de los procesos mas precoces.
Los neutréfilos son atraidos en primer lugar al medio isquémico o reperfundido por medio
de sustancias quimiotacticas especificas (componentes del complemento C3a y C5a
activados e IL-8 ) que a su vez los activa y promueve su emigracion al exterior de los vasos
(Naka et al., 1997). Los neutréfilos se unen a las células miocérdicas a través de moléculas
especiales denominadas moléculas de adhesion. Una de éstas es el ICAM-1 (intercellular
adhesion molecule), que aparece en la superficie de los miocitos como resultado de la
estimulacién de éstos por la Interleucina-6 (IL-6) (Kukielka ef al., 1995). Algunos estudios
han observado un aumento rapido y sostenido de la produccion de IL-6 y de su receptor tras
un periodo breve de isquemia, lo que sugiere que tales factores pueden participar en la
respuesta inflamatoria local tras la isquemia/reperfusion miocardicas (Chandrashekhar ez al.,
1999a). Los neutréfilos y monocitos activados y llevados hacia el miocardio durante la
reperfusion, liberan diversas sustancias toxicas para las células endoteliales y miocardicas,
incluyendo radicales libres derivados de oxigeno, proteasas, elastasas y colagenasas (Inauen
et al., 1990). El dafio a las células endoteliales es capaz de producir alteraciones en la
vasorelajacién e interferir con los mecanismos antitrombéticos del endotelio. Al parecer los
productos del acido araquidénico también estdn involucrados en el dafio por reperfusion
mediante dos mecanismos propuestos: 1) el acido araquiddnico y sus productos como el
leucotrieno By y el tromboxano A, (como resultado del aumento en la actividad de la
ciclooxigenasa y la lipooxigenasa), actiian como moléculas quimiotacticas induciendo la
adhesién de los neutréfilos al endotelio (Catella-Lawson y Fitzgerald, 1997); y 2) los
productos del acido araquidonico, principalmente el leucotrieno B4, son potentes
estimuladores para al produccién de peroxido de hidrogeno y de elastasa de los neutréfilos
(Kawabata et al., 1996). Esta respuesta inflamatoria condiciona un incremento de la
permeabilidad capilar, favorece la adhesion plaquetaria y la infiltracién de mas leucocitos

hacia €l miocardio.

Miltiples estudios han demostrado que la reduccion de neutréfilos antes de la
isquemia/reperfusién o la interferencia con su adhesién al endotelio pueden limitar el
tamafio del infarto en animales de experimentacion (Ma et al., 1992). Incluso en modelos de
isquemia/reperfusion- cardiacas globales, como sucede durante el trasplante cardiaco, las
terapias que interfieren con la adhesién de los neutréfilos y reducen la amplitud de la
actividad de la mieloperoxidasa del injerto (que es un marcador especifico de la presencia de

aquellos) se asocian con una mejor supervivencia del injerto (Pinsky ef al., 1994).
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Existen en la actualidad diversas sustancias en investigacién, como el PS-519,
inhibidor de la interaccion entre la célula endotelial y la P-selectina leucocitaria, que parece
comportarse como un potente y efectivo agente cardioprotector, preservando la funcién
contractil y la perfusién coronaria en un modelo experimental de isquemia-reperfusion.
(Campbell et al., 1999). Asi mismo, la simvastatina ha mostrado tambien poseer un efecto
cardioprotector al inhibir la interaccion entre la célula endotelial y el leucocito, preservando
asi la funcién contréactil y la perfusion coronaria. Dicho efecto es independiente de su accién
en la disminucion del colesterol y parece estar mediada por un incremento en la liberacién
endotelial de 6xido nitrico (Lefer et al., 1999).

c¢) Disfuncion endotelial y dxido nitrico. Fenomeno de “no-reflujo”.

Durante muchos afios el endotelio vascular fue visto simplemente como una barrera
anatomica entre la sangre y el intersticio. Sin embargo, poco a poco se ha ido descubriendo
la capacidad de dichas células para generar diversos compuestos que pueden actuar a nivel
local para controlar los fendémenos de trombosis, trombolisis, interacciones celulares
(plaquetas y leucocitos), asi como para regular el tono vascular (Liischer et al, 1995).
Dentro de dichas sustancias destacan el 6xido nitrico (NO), sintetizado a partir del

aminoéacido L-arginina, y la endotelina, cuyo equilibrio mantiene el tono vascular.

El NO posee un papel importante en la regulacién del tono vascular tanto en
animales como en humanos, con un efecto vasodilatador, lo que explica que haya sido
llamado “factor relajante derivado del endotelio” antes de conocerse su existencia
(Moncada, 1994). Tiene ademas otras funciones como son la inhibicién de la funcion
plaquetaria, asi como la inhibicion de la proliferacion y migracién de las células del musculo
liso. Dicha sustancia juega un papel controvertido en la produccién del dafio por reperfusion
(Nonami, 1997). Por un lado, la ausencia de NO contribuye al dafio por reperfusion,
especificamente al fenémeno de no-reflujo (del cual hablaremos posteriormente), debido a
que condiciona un incremento en el tono vascular coronario. Ademas, la ausencia de NO se
ha relacionado con una mayor adhesividad de los neutréfilos al endotelio vascular con el
subsecuente dafio celular (Williams ez al., 1995). Es por ello que las sustancias donadoras de

NO han demostrado tener un efecto cardioprotector durante la reperfusion.

Sin embargo, también existe evidencia de que el NO es capaz de condicionar dafio
miocardico durante la reperfusion, a través de varios mecanismos, entre los que se encuentra
]a formacién de radicales libres como el peroxinitrito. Por ello las sustancias inhibidoras de
la formacion de NO pueden también ser cardioprotectoras (Schulz y Wambolot, 1995;
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Woolfson et al., 1995), si bien su papel exacto en la produccién del dafio por reperfusion y

el efecto de su manipulacién farmacoldgica esta atn por definirse.
Fendomeno de “no-reflujo”.-

En 1986 Ludmer demostrd que las arterias coronarias con lesiones ateroscleréticas
presentaban una vasoconstriccion paradéjica ante la estimulacion con acetilcolina, poniendo
en evidencia por primera vez la funcién endotelial alterada (Ludmer ef al., 1986). A partir de
entonces se ha acumulado suficiente evidencia para establecer la existencia de la disfunciéon

endotelial (Celermajer, 1997).

El dafio al endotelio vascular coronario se inicia en los primeros minutos de la
repefusién y progresa con el tiempo. Asi, por ejemplo, Tsao y cols (1990) encontraron que,
en gatos, la disfuncién endotelial se inicia a los 2,5 minutos de la reperfusién y alcanza su
maximo a los 20 minutos y no se correlaciona con el dafio anatémico, es decir, que la
disfuncién endotelial antecede al dafio estructural. La importancia de la disfuncion

endotelial consiste en que es el punto de partida del denominado fenémeno de no-reflujo.

Aunque inicialmente se pensé que la permeabilidad de los vasos coronarios
epicardicos garantizaba el flujo sanguineo hacia los lechos microvasculares después de un
infarto agudo de miocardio, Kloner (1974) demostré que en animales de experimentacion
(perros) podia existir disminucion importante del flujo a nivel microvascular en la zona
infartada, a pesar de existir permeabilidad de la arteria responsable del infarto. A este hecho
se le denominé fenémeno de no-reflujo y ha sido observado posteriormente también en
humanos (Ferez et al., 1998). La alteracién de la vasorelajacion dependiente del endotelio,
es decir un aumento en el tono vasomotor, explica la disminucién de flujo coronario despues
de la reperfusién. Se han propuesto tres mecanismos para explicar esta disminucién del flujo
coronario (fenémeno de no-reflujo): 1) edema intracelular e intersticial que produce
compresién extravascular de las arterias y arteriolas; 2) dafio a las células del musculo liso
coronario con aumento del tono vascular y falta de relajacién al estimulo con acetilcolina y
3) disminucién de la liberacion de 6xido nitrico que se acompafla de aumento del tono

vascular (Pearson et al., 1992).

Estudios en seres humanos con microesferas marcadas con talio-201 y Tc-99m han
mostrado que los defectos de perfusion persisten incluso durante varias semanas ftras una
trombolisis eficaz de la oclusién de arterias coronarias en seres humanos (Schofer er al,
1985).
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d) Restauracion abrupta de la presion osmdtica extracelular.-

Durante la isquemia miocardica, la fragmentacion molecular y la acumulacion de
metabolitos en el espacio extracelular conducen a un aumento de la presién osmoética intra 'y
extracelular. Con la reperfusion se produce el lavado del espacio extracelular y la
normalizacién de su presion osmética, estableciéndose un gradiente osmoético, tanto mas
importante cuanto mds severa y prolongada es la isquemia, entre ¢l interior y el exterior de
las células (tanto miocitos como células endoteliales). A favor de este gradiente se produce
la entrada de agua en las células, que se edematizan y aumentan su volumen (Klein ef al.,
1985). Esta sobrecarga osmotica puede provocar la muerte de miocitos viables durante la

reoxigenacion (Ruiz-Meana et al., 1995).

Este proceso se ve favorecido por el deficiente control de la homeostasis del H,O
que presentan las células isquémicas, y puede ser suficiente para producir la rotura del
sarcolema (Seenberg et al., 1985). Ademas, el aumento del volumen celular comprime el
lecho microvascular y puede comprometer el flujo del territorio reperfundido. El edema de
las células endoteliales puede contribuir a este resultado, y en el caso de que llegue a
producirse su rotura, a la extravasaciéon de hematies (hemorrdgica intramiocardica) (Capone
y Most, 1978).

3.2. EVENTOS ASOCIADOS AL DANO POR REPERFUSION .-
3.2.1. Arritmias cardiacas.-

El restablecimiento de la circulacién en un 4rea previamente isquémica produce
profundos cambios electrofisiolégicos y metabolicos tanto en las células isquémicas como
en las células normales de la vecindad, que seran responsables de arritmias ventriculares
letales y de alteraciones anatdmicas severas. Estas alteraciones son consecuencia del cambio
brusco en el sustrato electrolitico y metabolico del espacio extracelular producido por el
arrastre o lavado que ejerce la reperfusion del area isquémica (Cinca, 1988). Los efectos de
la reperfusion coronaria dependeran de: a) la rapidez con la que se restablezca el flujo
coronario, ya que la reperfusion gradual atenva la incidencia de arritmias; b) la duracion del
periodo previo de isquemia, puesto que éste condiciona la magnitud de la alteracion
electrolitica y metabélica del espacio intersticial y, por tanto, su osmolaridad; c) la extension

del 4rea de isquemia; y d) la frecuencia cardiaca, ya que su aceleracion aumentaria el grado
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de heterogeneidad que produce la reperfusion del intersticio isquémico (Garcia y Sanchez,
1993).

El mecanismo por el que se producen las arritmias de reperfusidn coronaria se basa
fundamentalmente en la recuperacion subita y heterogénea de las alteraciones electroliticas y
metabolicas. Asi, el restablecimiento desigual de la concentracion de K* extracelular y del
pH local determinan una recuperacién heterogénea del potencial de reposo de la membrana
entre células vecinas. Estas diferencias conllevan diferencias paralelas en la excitabilidad y
refractariedad que son la base para el desarrollo de arritmias por reentrada. Sin embargo, en
la génesis de las arritmias de reperfusion debe considerarse el hecho de que durante la
isquemia aumenta el nimero de receptores alfaadrenérgicos y por tanto en el momento de la
reperfusién existird un aumento del Ca™ intracelular inducido por aquellos, que puede
ocasionar arritmias por mecanismos focales (Witkowski y Corr, 1984). También la difusiéon
de K™ y H" hacia el interior del 4rea normal, que es posible durante la reperfusion, podria
inducir actividad repetitiva en las células del 4rea sana y por tanto arritmias ventriculares. A
favor de que durante la reperfusién coronaria las arritmias son béasicamente debidas a
fenémenos focales de aumento del automatismo o de aparicién de actividad repetitivas esta
la observacién de ritmos idioventriculares acelerados durante la reperfusion (Kaplinsky et
al., 1981), similares a los de la clinica humana durante el tratamiento fibrinolitico en el
infarto agudo de miocardio (Gressin ef al., 1993). En el modelo de mapeo tridimensional en
estudios experimentales en el gato se ha demostrado que el 75% de los casos de taquicardia
ventricular inducida durante la reperfusion coronaria se inicia y se mantiene por mecanismos
no reentrantes originados en el subendocardio de las zonas limitrofes; so6lo en algunos casos
se detectd un mecanismo de reentrada intramiocéardica (Pogwzd y Corr, 1987).

En diversos estudios se ha demostrado que las oscilaciones de Ca'" en la fase de
reperfusion coinciden con la aparicién de arritmias; el incremento de Ca™" durante dicha fase
pudiera tener efectos electrofisiologicos que incluyen la apariciéon de ritmos cardiacos
anormales (Verrier y Hagestad, 1986). Por el contrario, Hearse y Tosaki (1988) han
propuesto que la generacion de arritmias se encuentra relacionada con la formacion de
radicales libres que provocarian las arritmias a través del dafio en la membrana celular, con
los consecuentes cambios electrofisiolégicos en los potenciales de accién. Al final estos
autores concluyen que probablemente el Ca" y los radicales libres derivados del oxigeno
colaboren en el desarrollo de arritmias. Aiello y cols. (1995) demostraron que el tejido
miocardico sometido a reperfusion se acompafiaba de despolarizacion y recuperacion lenta
de la duracién del potencial de accién, mientras que el tejido tratado con “barredores” de
radicales libres antes de la isquemia mostraba una recuperacién maés rapida del potencial de
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acci6n transmembrana después de la despolarizacion, con una menor incidencia de

taquiarritmias.

A nivel del corazén isquémico, las modificaciones de la cinética de liberacién y
del metabolismo de las catecolaminas juegan un papel importante en la génesis de las
arritmias inducidas por la isquemia-reperfusién. La concentracion de catecolaminas es
maxima durante los primeros minutos de la reperfusion. Esta liberaciéon brutal de
noradrenalina es paralela al desencadenamiento de arritmias ventriculares (Rochette y
Maupoil, 1993).

Las arritmias ventriculares no son muy frecuentes cuando se induce la reperfusiéon
en el hombre, a diferencia de su elevada aparicién en modelos animales (rata). Algunas
explicaciones de estas diferencias son: 1) la velocidad de reperfusién, la cual es mayor
cuando se elimina abruptamente una obstruccion experimental (Yamazaki ef al., 1986); 2) la
ausencia de enfermedad coronaria en algunos modelos experimentales, ya que existe mayor
flujo cuando las arterias reperfundidas se encuentran estructuralmente normales que cuando
no estan sanas; 3) las diferencias en la actividad enzimatica, por ejemplo la xantina oxidasa
se incrementa en algunos animales de laboratorio pero no en humanos (Opie y Dphil, 1989);
4) en algunos modelos, como en el corazon aislado, los corazones son reperfundidos con
diversas soluciones libres de células, por lo que no hay plaquetas ni neutréfilos que puedan
contribuir al taponamiento de los capilares incrementando la severidad de la isquemia y a la

disminucion en la posibilidad de reperfusion total (Engler et al., 1986).

Ciertamente las arritmias de reperfusién no representan un problema importante
para el clinico, dado que su incidencia en muy baja y pueden ser facilmente tratadas (Piper
et al., 1998).

3.2.2. Miocardio aturdido.

Es en el afio 1975 cuando el grupo dirigido por el profesor Vatner describe por
primera vez, en el laboratorio experimental, tras una oclusién coronaria de 15-20 minutos
(periodo no sujeto a muerte celular) y a pesar de un completo restablecimiento del flujo
sanguineo, la persistencia durante horas o dias de una anomalia de la motilidad regional de
la pared ventricular (Heyndrickx et al., 1975). En perros anestesiados y con térax abierto
sometidos a una oclusiéon coronaria de la arteria descendente anterior de 15 minutos de
duracién seguida por reperfusion, la funcion contractil regional del miocardio previamente
isquémico no regresa a valores basales normales tras la restauracion del flujo sanguineo. En

su lugar la funcién contréctil sistolica permanecia deprimida —o “aturdida”- a niveles de
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entre 0-30% de los valores de preoclusion durante las horas inicales después de la
reperfusién (Bolli et al., 1988b). Igualmente se ha observado que dicho aturdimiento ocurria
en otras muchas situaciones: tras episodio de isquemias repetidas (Basuk et al., 1986), tras
episodio de isquemia parcialmente irreversible (infarto subendocardico) (Lavallee et al.,
1983), tras isquemias globales durante la cardioplejia (Illes ef al., 1989), asi como tras

isquemia inducida por el ejercicio (Homans et al., 1986).

El miocardio aturdido es, basicamente, un acontecimiento postisquémico que se
caracteriza por una depresion transitoria de la funcién del miocardio amenazado, y que ha
sido salvado gracias a la reperfusion antes de que el episodio de isquemia haya tenido
tiempo suficiente para provocar un dafio irreversible. El miocardio no tiene una recuperacion
rapida después del periodo de isquemia y se ha observado que ésta puede durar hasta 3
semanas. Este concepto debe respetar dos puntos esenciales: a) que la alteracién de la
contractilidad sea reversible y b) que la disfuncién miocardica esté presente con un flujo

dentro de un rango de normalidad (Bolli, 1992).

Para explicar la causa de la disfuncién mecénica se han propuesto diferentes
mecanismos: 1) disminucién en la sintesis de ATP (Braunwald y Kloner, 1982); 2)
anormalidades en la excitacién miocéardica (Levine et al, 1987); 3) disminucién en la
actividad de la creatinafosfocinasa (CPK) (Greenfield y Swain, 1987); 4) alteracién de la
homeostasis del Ca™ (Ito et al., 1987) ; 5) insensibilidad de los miofilamentos al Ca™"
(Mubagwa, 1995); 6) participacién de los radicales libres de oxigeno (Marban, 1991); 7)
dafio en la matriz del coldgeno (Zhao ef al, 1987) y 8) denervacién simpatica funcional
(Ferrari, 1998).

Sin embargo, actualmente los mecanismos mas plausibles parecen relacionarse con
el dafio derivado de los radicales libres en las primeras fases de la reperfusién y las

alteraciones en el metabolismo del calcio.

Es importante enfatizar que los mecanismos del Ca™ y de los radicales libres no
son excluyentes, y, al igual que en las arritmias de reperfusion, pueden representar 2 facetas
del mismo fenémeno. De hecho, Bolli (1990) sugiere que los radicales libres pueden causar
disfuncién del reticulo sarcoplémico y sarcolema, asi como alteraciones de la distribucion
del Ca™ y con ello, finalmente, exacerbar el dafio inicial de los radicales y promoveer la

formacion de nuevos radicales.

La severidad de la isquemia puede gobernar el dafio subsecuente por reperfusion ya

que durante la isquemia ocurre: 1) liberacion significativa de enzimas; 2) acumulacion de
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palmitoil-coenzima A que produce la apertura de canales de calcio, lo cual puede exacerbar
el dafio (Spedding y Mir, 1987); 3) produccion de radicales libres; y 4) un incremento de la
frecuencia cardiaca que puede aumentar la aparicién de arritmias (Schaper ef al., 1987). Por
tltimo es importante mencionar que la velocidad de la reperfusion incrementa la aparicién
de arritmias y también disminuye la recuperacion mecénica (Yamazaki ef al., 1986). Es
prudente considerar que el fallo mecénico miocérdico posterior a la reperfusién no ha sido
completamente reproducido en las preparaciones experimentales sujetas a la reperfusion

gradual, tal y como aparece en la terapia trombolitica clinica.

Un estudio experimental reciente sugiere que los cardiomiocitos aislados de
corazén “aturdido” por una isquemia-reperfusién, poseen una funcion contractil y un
transito de Ca™ normales, atribuyendo a factores no-miocitarios, como son las anomalias en
la matriz extracelular o el acoplamiento anormal entre el tejido intersticial y el miocito, un
papel importante en la génesis de la disfuncion miocardica en el corazén aturdido
(Chandrashekhar et al., 1999b).

Segtin algunas observaciones durante la realizacién de una angioplastia coronaria
transluminal percutanea, las condiciones que pueden llevar al aturdimiento miocéardico son
las que producen una aperfusion tisular miocardica por espacio mayor de 120 segundos. Las
oclusiones menores de dicho periodo de tiempo producen alteraciones en la movilidad
regional miocardica pero con el restablecimiento de la funcién ventricular sistélica en un
tiempo de 5 minutos. Debe sefialarse que la disfuncion en la relajacién diastolica persiste
durante mas tiempo tras la angioplastia, lo que sugiere que las anormalidades en la funcién
diastélica son marcadores mas sensibles de aturdimiento miocérdico, debido a que pueden

persistir hasta 7 dias después de la reperfusion (Wijns ez al., 1986).

Algunas intervenciones clinicas o experimentales tales como el uso de
catecolaminas, teofilina, ouabaina o el activador de canales de Ca' BayK 8644, estimulan la
funcién contractil en el corazén aturdido postisquémico. Sin embargo dichas drogas
conducen eventualmente a un incremento del dafio cardiaco al incrementar la
desenergizacién del tejido celular (consumo de ATP y creatinfosfato) (Tellez et al., 1996).
Existen algunas intervenciones que parecen prevenir la desenergizacion del tejido cardiaco
durante la reperfusion, facilitando la recuperacién funcional. Asi, por ejemplo, la adicién de
glucosa o de glucosa + piruvato durante la reperfusion de corazones sometidos a una
isquemia global produce una recuperacion casi total de la funcién contractil y preserva los
niveles normales de ATP y creatinfosfato (Lerch, 1993; Vanoverschelde ef al., 1994). Estos
datos sugieren que se requiere de una glicolisis funcional (presencia de glucosa) que
mantenga niveles elevados de piridin nucleétidos reducidos en el citosol NADPH, NADH),
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junto con una sintesis activa de ATP mitocondrial (adicién de piruvato) para evitar el dafio

postisquémico.
3.2.3. Daiio celular letal. Hipercontractura.

El dafio letal en la reperfusion se define como la lesion provocada por la
restauracion del flujo tras un episodio isquémico que conduce a la muerte de las células, que
serfa solo reversible durante el episodio isquémico precedente. Para que ello ocurra, la
isquemia debe de producirse sin ocasionar lesién irreversible en torno a ella. Ello lleva
implicito que las alteraciones isquémicas celulares son un requisito necesario para la lesion

letal, pero no suficientes por ellas mismas para producir muerte celular.

Fue Jennings quien describié por primera vez el frente de onda de la necrosis,
describiendo la muerte celular desde el subendocardio hacia el epicardio en relacién al
tiempo de duracién de la isquemia (Sommers y Jennings, 1964) . La observacion que dio pie
al concepto de la existencia de dafio celular letal postreperfusion fue el hecho de que los
cambios celulares ocurrieron mas rapidamente cuando se reperfundia que si se dejara de

reperfundir el tejido isquémico.

Desgraciadamente es técnicamente imposible evaluar las manifestaciones de la
lesion irreversible en la misma pieza miocardica, antes y después de la reperfusion.
Tampoco es factible distinguir en el andlisis del dafio desarrollado en el miocardio
reperfundido si éste es producido por completo por la isquemia o la reperfusion. A pesar de
ello, existen criterios indirectos que permiten estudiar la muerte celular durante la
reperfusion, basados en que la modificacion de las condiciones de reperfusion pueden
prevenir la muerte celular. Con todo, la lesién letal postreperfusion continua siendo
controvertida (Piper et al., 1998).

Durante la reperfusion, la mitocondria empieza a resintetizar energia para, entre
otras cosas, reducir la sobrecarga de calcio que se ha acumulado durante la fase isquémica.
Estos 2 factores (restauracion de la sintesis de ATP en presencia de elevada concentracion
de Ca™) van a provocar una activacién exagerada y no controlada de las miofibrillas,
ocasionando un acortamiento irreversible de la célula, denominado hipercontractura, con
alteraciones en los elementos del citoesqueleto y que constituye el principal mecanismo de
muerte celular durante la reperfusién. En el tejido, la hipercontraccion de las células

adyacentes puede conducir a una mutua disrupcién celular y necrosis.
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Figura L11- Mecanismos involucrados en la hipercontractura celular (Piper et al., 1998).-

Existen 2 vias principales demostradas de forma experimental para proteger esta
forma de hipercontractura durante la primera fase de la reoxigenacién: 1) por una
interferencia directa con las miofibrillas, es decir, inhibiendo la formacién de puentes
cruzados durante el tiempo necesario para permitir una recuperacién normal del calcio (ej.
2-3 butanonediounomoximel —-BDM) (Siegmund et al., 1991); y 2) actuando sobre la
liberacién de calcio sarcoplasmico (ej. halotano) (Siegmund et al., 1997). Otra sustancia
analizada recientemente son los suplementos de L-arginina que han demostrado reducir la

necrosis secundaria y la hipercontractura en la isquemia/reperfusion (Padilla et al., 2000).

4.- APOPTOSIS.-

En 1972, Kerr, Wyllie y Currie describieron la existencia de dos tipos de muerte
celular con evidencias morfologicas diferentes: la muerte patoldgica, conocida con el
término de nmecrosis, y que ocurria en el centro de una lesién aguda producida como
consecuencia de algin trauma o accidente isquémico; y la muerte celular fisioldgica que
ocurria en el organismo en tres circunstancias: a) durante el periodo prenatal y tras el
nacimiento para contrarrestar los efectos de la proliferacién celular, b) en determinados
tejidos para mantener la arquitectura tisular y ¢) en algunos estados patolégicos (Kerr ef al.,
1972). En el caso de la muerte necroética, las células y sus organelas se hinchaban, perdian su
estructura completamente y terminaban por romperse provocando una reaccion inflamatoria

en el lugar donde acontecia el proceso que con el tiempo se convertia en una cicatriz
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fibrosa. Por el contrario en el caso de muerte no necrética las células se arrugaban y se
condensaba su contenido, las organelas y la membrana plasmética retenfan su integridad
estructural, y se producia una discreta fragmentacion celular liberandose pequefios cuerpos,
que eran rapidamente fagocitados por las células adyacentes o por macréfagos cercanos sin
que se liberase su contenido, y, por lo tanto, sin inducir una respuesta inflamatoria. Con
todos estos hallazgos, ese mismo afio Kerr y sus colegas acufiaron el término de "apoprosis”
(del griego, caida de las hojas) para nombrar a este tipo de muerte celular, activada a través
de un programa genético y necesaria para la fisiologia normal de los organismos, y que
determinados agentes desencadenantes podian convertirla en un proceso patolégico. Lo mas
destacable de este tipo de muerte programada es el hecho de que conlleva un gasto

energético asi como la sintesis de ARN y de proteinas, a diferencia de la necrosis.

Tabla L4.- Diferencias entre los procesos de muerte celular apoptética y no apoptética (Diez et al.,

1999)
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4.1.- Apoptosis en la cardiopatia isquémica.-

En los tltimos 10 afios se han publicado hallazgos que sugieren que la regulacion
de la apoptosis puede estar alterada en diversas enfermedades del corazén, como la
cardiopatia isquémica. Aunque clasicamente se ha considerado que en las situaciones de
disminucién del aporte de oxigeno y sustratos al musculo cardiaco se producia
exclusivamente necrosis de las células miocardicas, existen evidencias crecientes de que,
tanto en la fase aguda del infarto de miocardio, como en las situaciones de isquemia-
reperfusién miocérdica, la pérdida de células es debida tanto a necrosis como 2 apoptosis
(Best et al., 1999).

Diversos estudios han mostrado que la isquemia/reperfusion miocdrdica esta
asociada con un aumento de la apoptosis celular. Sin embargo, el mecanismo exacto de la
induccién del proceso apoptdtico y sus consecuencias a largo plazo no son completamente
conocidas: condiciones de hipoxia, estimulacién de receptores de muerte (Fas) y el stress
oxidativo han sido sugeridos como estimuladores de la apoptosis durante la
isquemia/reperfusion (Kajstura et al, 1996; Aikawa et al., 1997).

Est4 abundantemente documentado que las alteraciones celulares y subcelulares
que se asocian a la isquemia y a la reperfusién del miocardio son consecuencia,
respectivamente, de la reduccién en la disponibilidad de ATP y del aumento en la
produccién de especies reactivas del oxigeno. La clave para entender que la apoptosis y la
necrosis coexistan en la cardiopatia isquémica puede estar en la valoracién de la intensidad
de la reduccion de los niveles de ATP y de la sobreproduccién de especies reactivas del
oxigeno que se generan cuando la disponibilidad de oxigeno estd alterada. Asi, cuando el
nivel de ATP estd muy disminuido, la célula carece de la energia suficiente para entrar en
apoptosis, por lo que se activa la via energéticamente menos costosa de la necrosis. Por otra
parte, cuando se produce una gran cantidad de especies reactivas del oxigeno esta
preferentemente estimulada la via de la apoptosis. Evidentemente, el impacto final de ambos
mecanismos depender de la localizacion topogréfica de la célula con respecto a la oclusién
vascular y del tipo de célula de que se trate (Diez, 1999).

Hoy por hoy atn sigue controvertido si la apoptosis es estimulada durante la
isquemia o durante la reperfusion. Gottlieb y cols. (1994) detectaron rastro de apoptosis en
el miocardio isquémico tras 30 minutos de isquemia y 4 horas de reperfusién en el conejo,
pero no en el miocardio tnicamente sometido a isquemia, sugiriendo que la apoptosis es
expresada tnicamente durante la reperfusion. Otros estudios han mostrado, en el miocardio

de rata, que la apoptosis inducida por isquemia permanente puede ser detectada tras 2 horas
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de oclusién coronaria (Kajstura et al., 1996), y que el proceso apoptético es acelerado tras
45 minutos de isquemia seguidos de una hora de reperfusion (Fliss y Gattinger, 1996),
indicando que la apoptosis puede empezar tras una isquemia prolongada sin reperfusion o

tras un breve periodo de isquemia seguido de reperfusion.

Recientemente Zhao y cols. (2000), en un modelo canino, no hallaron muerte
celular apoptética en el miocardio isquémico sin reperfusion, mientras que ambas formas de

muerte (necrosis y apoptosis) se encontraban tras isquemia/reperfusion.

Los datos obtenidos mediante estudios in vitro muestran que la isquemia puede
poner en marcha el proceso apoptotico, sin embargo es durante la reperfusion cuando el
proceso llega a su término, debido a que entonces se restablecen los procesos metabdlicos
imprescindibles para la consecucién de la muerte celular por apoptosis (Haunstetter ¢ [zumo,
1998). Ademas durante la reperfusion se produce O, merced a la disponibilidad de oxigeno,
sin embargo, aunque el O," puede inducir apoptosis en determinadas condiciones, no es
estimulo suficiente para la misma si no hay disponibilidad de factores de crecimiento o de

glucosa, algo que acontece también durante la reperfusion.

Por otra parte, en estudios in vivo se ha comprobado que durante la reperfusion, el
tejido cardfaco es infiltrado por leucocitos que pueden inducir a la apoptosis de los
cardiomiocitos induciendo la expresion de la molécula Fus, o debido a los efectos de las
citoquinas que liberan, como es el caso del TNF-e, si bien el efecto preciso de la
acumulacion de neutréfilos sobre la apoptosis permanece ain desconocido (Albertine et al.,
1994; Zhao et al., 2000).

4.1.1.- Hallazgos celulares.-

En estudios postmorten efectuados en corazones de pacientes fallecidos de un
infarto agudo de miocardio se ha observado que las células apoptéticas son
predominantemente cardiomiocitos y que se localizan en la region hipoperfundida de la
periferia del infarto. En estudios experimentales efectuados en ratas se ha comprobado que
tras la oclusion coronaria aguda la apoptosis es la primera forma de muerte de los
cardiomiocitos, afectando al 86% de la poblacion de células muertas en las primeras 2 horas
y siendo seguida a continuacién por la muerte necrética, que a las 4-5 horas sera ya
predominante (Kajstura et al., 1996). A partir de este tiempo no se produciran variaciones

cuantitativas sustanciales en la muerte de los cardiomiocitos.
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Estudios efectuados en conejos han demostrado que a los dos dias de la oclusion
coronaria aguda, se inicia la apoptosis de las células inflamatorias que infiltran la region
isquémica (leucocitos y macréfagos) y de los miofibroblastos del intersticio correspondiente.
La pérdida de estas células via apoptosis se prolonga durante 2-4 semanas, hasta la casi
completa desaparicién de las mismas. También se ha descrito apoptosis de las células
endoteliales de los pequefios vasos intramiocérdicos que irrigan la regién isquémica (Diez,
1999).

4.1.2. Hallazgos moleculares.-

La isquemia produce en el medio intracelular y en el medio extracelular de los
cardiomijocitos diversas alteraciones bioquimicas que pueden inducir la apoptosis,
especialmente hipoxia y acidosis. En concreto, in vivo ¢ in vilro se ha comprobado que la
hipoxia se asocia al aumento en la expresion del receptor proapoptético Fas y de la proteina
proapoptotica p53 y al aumento de la transactivacion transcripcional de genes dependiente

de la proteina p53 en los cardiomiocitos.

Aunque el papel de la acidosis intracelular estd menos claro, estudios recientes han
documentado que durante la isquemia miocérdica se inhibe la actividad de la H'-ATPasa
vacuolar. En experimentos efectuados in vitro se ha comprobado que la inhibicién de dicha
enzima da lugar a la acidificacién del citoplasma celular, la induccién de la expresién de la

proteina p53 y a la apoptosis de los cardiomiocitos (Long et al., 1998).

Recientes estudios han demostrado los papeles de la proteina antiapoptdtica Bcl-2'y
la proteina proapoptética Bax en la regulacién de la muerte celular programada. Asi se ha
documentado en los cardiomiocitos que presentan apoptosis en la periferfa de un infarto un
aumento en la expresion de la proteina proapoptética Bax, mientras que en los
cardiomiocitos del centro del infarto se detecta la expresién de la proteina antiapoptdtica
Bel-2. Ello permitiria pensar que los segundos son resistentes a la apoptosis y mueren por

necrosis, mientras que los primeros son muy sensibles a la apoptosis (Sawa et al., 1995).

En diversos modelos animales se ha observado que la reperfusién intensifica la
apoptosis de los cardiomiocitos en un miocardio previamente isquémico. Por otra parte, se
sabe que el dafio tisular que se produce en situaciones de reperfusion estd mediado por la
hiperproduccién de especies reactivas del oxigeno. Dado que se ha comprobado in vitro que
estas moléculas inducen la apoptosis de los cardiomiocitos, parece razonable asumir que
ellas seran las que aceleran el proceso apoptdtico en situaciones de isquemia-reperfusién del
miocardio (Aikawa et al., 1997).

-58 -



T R R 555

4.1.3. Implicaciones fisiopatolégicas.-

La pérdida de cardiomiocitos, por apoptosis, necrosis, o la combinacién de ambas,
se ha propuesto como el principal factor responsable del adelgazamiento de la pared
ventricular, del aumento del estrés diastélico parietal y de la dilatacién de la camara
ventricular en las cardiopatias crénicas, sean o no de origen isquémico. La pérdida de
cardiomiocitos, bien sea segmental, focal o difusa, puede constituir el principal factor
determinante de la hipertrofia ventricular excéntrica descompensada y puede condicionar su

evolucidn hacia la insuficiencia cardiaca.

Los miofibroblastos son células de reparacién tisular, con propiedades estructurales
de células musculares lisas y de fibroblastos, que tras un insulto isquémico del miocardio
proliferan y crean una cicatriz cuya contraccion median. La desaparicion de estas células por
apoptosis puede contribuir a comprometer ain més la dindmica contractil del miocardio

infartado.

La apoptosis de las células inflamatorias infiltrantes facilita la liberacion al medio
extracelular de sustancias con gran poder de degradacion, por ejemplo, metaproteinasas de
matriz que degradan las fibras de colageno de la cicatriz postinfarto, facilitando el
debilitamiento de la pared y su ulterior dilatacion. Finalmente la apoptosis de las células
endoteliales puede ser responsable de la pérdida progresiva de vasos sanguineos y del
compromiso adicional de la perfusién del miocardio que se esta reparando (Diez et al.,
1999).

Figura L.12..- Esquema representativo de las consecuencias de la apoptosis de las células del
miocardio en la isquemia/reperfusion. (CM: cardiomiocitos; MF: miofibroblastos; CI: células

inflamatorias; CE: células endoteliales) (Diez et al, 1999).
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5.- CITOPROTECCION MIOCARDICA..-

Durante afios se ha pensado que las tinicas vias capaces de contrarrestar los efectos
de la isquemia se conseguian con la disminucion de la precarga, la postcarga, la potencia de
contraccion y la frecuencia cardiaca, y merced a ellos la reduccion de consumo de oxigeno
por parte del miocardio. Hoy dia sabemos que existen otros mecanismos sobre los que
podemos influir para tratar de evitar el deterioro funcional y estructural que causa la
isquemia; asi podemos intervenir sobre el tono vasomotor coronario, mejorando la perfusion
sanguinea de las zonas isquémicas, e incluso sobre mecanismos que actiian directamente
sobre el metabolismo de la célula miocéardica, protegiéndola y acelerando los procesos de
recuperacion ultraestructural que, en el fondo, son la base fisiopatologica de todos los
efectos deletéreos de la isquemia (CITOPROTECCI()N).

En los tltimos afios el interés se ha centrado en estos mecanismos fisiopatologicos,
y en particular en el posible papel de la sobrecarga de calcio citosélico y en la formacién de
radicales libres. A continuacién comentamos algunos de los tratamientos farmacoldgicos
que han mostrado ser de utilidad en la prevencién y disminucion del dafio por isquemia-

reperfusion.
5.1.- Antagonistas del Calcio.-

Desde un punto de vista puramente histérico, la primera prueba experimental
documentada en relacion a la capacidad de los antagonistas del calcio de proporcionar un
papel protector bajo condiciones de perfusién coronaria inadecuada pueden encontrarse en
un articulo de Nayler y Szeto publicado en la década de los 70 (Nayler y Szeto, 1972). La
prueba modelo se realizé en un perro toracomizado, observandose que el verapamil, cuando
se utiliza de forma profilactica, mejoraba la eficacia cardiaca al reducirse el consumo de
oxigeno miocardico. Estos hallazgos fueron seguidos por otros estudios que establecieron
que el verapamil, cuando se administraba previamente a un episodio isquémico, reducia la
sobrecarga de Ca?**, preservando la capacidad de la mitocondria cardiaca de regenerar ATP y
creatinfosfato durante la perfusion coronaria y mejorando asi la recuperacion funcional y

morfologica (Nayler ef al., 1980).

A partir de estos estudios preliminares, se han realizado otras numerosas
investigaciones, utilizando diversos criterios para determinar si la cardioproteccion puede
obtenerse en modelos animales de isquemia cardiaca mediante el empleo de

calcioantagonistas. Los hallazgos incluyen :
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e Reduccidn en la liberacion de creatincinasa.

e Atenuacion de la elevacién del segmento ST.

e Atenuacion de la ganancia de Ca*".

e Reduccién del tamafio del infarto identificable morfoldégicamente.
e Preservacién de precursores de adenina.

e Preservacion de la funcion de bombeo cardiaca.

¢ Mantenimiento de las reservas tisulares de ATP y creatinfosfato.
e Preservacion de la ultraestructura.

e Reduccién en la movilizacion inducida por la isquemia de las reservas

cardiacas de catecolaminas.

Mantenimiento de la funcidén mitocondrial.

Tan importantes como estos resultados son quizés los hallazgos mds recientes
relacionando la capacidad de los antagonistas del calcio de prevenir el aumento precoz de
Ca** citos6lico que se presenta cuando el miocardio se muestra isquémico, lo cual
proporciona la clave de por qué estos farmacos pueden proporcionar proteccion en el

corazdn isquémico (Nayler, 1998).

Nuestro grupo ha estudiado los efectos del nifedipino en un modelo de isquemias
repetidas de muy breve duracién y de muy breve reperfusion, administrando el farmaco
antes de iniciar las oclusiones y posteriormente manteniendo una perfusién continua del
mismo hasta finalizar el experimento. No hemos observado diferencias significativas con el
grupo no tratado en cuanto al deterioro de la contractilidad segmentaria durante los periodos
de isquemia-reperfusién, aunque si hemos visto diferencias en la recuperacioén del segmento
con disfuncién postisquémica, mostrando el grupo tratado con nifedipino una mejor
recuperacion tanto de la longitud segmentaria como de la fracciéon de acortamiento.
Posteriormente en el andlisis de la ultraestructura, observamos como las alteraciones
producidas a nivel del aparato mitocondrial son menos manifiestas que las observadas en las

series que no fueron tratadas, lo que sugiere que el mantenimiento de la funcién
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mitocondrial es de gran importancia para la recuperacion del miocardio con disfuncion

postisquémica (Pomar, 1992).

El nisoldipino también ha demostrado  mejorar la funcién miocérdica
administrandolo en los primeros 5 minutos de la reperfusion (Kloner y Przyklenk, 1990). En
cambio se observé un mayor deterioro de la funcién cuando el firmaco se administré mas
tarde, después de establecida la reperfusion. Estos resultados sugieren que el nisoldipino
puede atenuar el aumento de calcio citosélico durante la fase inicial de la reperfusion.
Durante la reperfusion tardia, cuando el calcio citosolico vuelve a ser normal, el nisoldipino
puede inducir una reduccién del mismo, dando lugar a un agravamiento del aturdimiento

miocardico.

Resultados similares se han obtenido utilizando otros calcioantagonistas
(verapamil, diltiazem, felodipino), siempre y cuando la administracién se realice de forma
preventiva (Przylenk y Kloner, 1988; Higginsol ef al, 1991). En una serie experimental
realizada por nuestro laboratorio el amlodipino, administrado desde una semana antes de la
aplicacién del protocolo isquémico, ha demostrado modificar de modo importante el
comportamiento de la fraccién de acortamiento durante todo el periodo de seguimiento.
Durante la aplicacion del protocolo isquémico dicha fraccién se mantuvo en valores de
hipocinesia, en contraste con los niveles de discinesia que se observaron en la serie control;
asi como un menor deterioro durante el seguimiento. En el estudio ultraestructural se
observé en el grupo tratado con amlodipino un incremento mantenido y muy importante en
el porcentaje de mitocondrias interfibrilares emparejadas durante el seguimiento (expresion

de un proceso de mayor recambio mitocondrial) (Pallarés, 1996).

Asi pues podemos observar que la mayoria de los estudios realizados indican que
los antagonistas del calcio son eficaces en la mejorfa del aturdimiento miocardico siempre y
cuando su administracién se realice de forma preventiva antes o durante el periodo de
isquemia, pero su papel durante la reperfusion continda siendo en la actualidad un punto de

confroversia.

Pese a los claros beneficios observados en los estudios experimentales de isquemia-
reperfusion, no debemos de olvidar que el modelo fisiopatoldgico utilizado es diferente al
que nos encontramos en la clinica habitual, y es por ello que los calcioantagonistas han
decepcionado cuando se analiza la incidencia de eventos clinicos graves, mortales o no, en
el hombre, ejerciendo en algiin caso un efecto negativo (como el nifedipino en el post-
infarto) (Liévre y Boissel, 1993).
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5.2.- Inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina (IECAs).-

Estudios clinicos y experimentales han establecido el beneficio terapéutico de los
IECAs en la reduccién del tamafio del infarto, reinfarto y prevencioén de las arritmias por
reperfusion (Pfeffer er al, 1992). Los IECAs mejoran la funcién contractil del miocardio
aturdido por breves periodos de oclusion coronaria, aunque su mecanismo de accion esta por
resolver. Experiencias utilizando Captopril y Zofenopril antes de la oclusién o durante la
reperfusion mejoraron la funcién contractil (Westin y Mullane, 1988; Przyklenk e al.,
1989). Sin embargo los resultados utilizando Enalapril han sido menos concluyentes (Jay et
al., 1991).

La disminucién de las arritmias de reperfusién provocada por los IECAs ha sido
frecuentemente constatada en animales de experimentacion, ya sea in vivo (rata y perro) o in
vitro en el corazén aislado de rata, independientemente de la via de administracién (oral o

intravenosa) (Galinier y Bounhoure, 1993).

En el modelo experimental desarrollado por nuestro grupo, hemos ensayado el
efecto del Captopril en perros anestesiados, administrando una dosis de 0.25 mg/Kg de peso
en bolo intravenoso durante 2 minutos antes de iniciar el protocolo isquémico (oclusion total
de 1 minuto y parcial de 1 y 2,5 minutos), comparandolo con un grupo placebo. Hemos
observado una mejoria significativa de los pardmetros de funcion regional afectados durante
la isquemia breve y transitoria en relacién con el grupo placebo (Cosin et al., 1992); sin
embargo la disfuncién postisquémica a los 60 minutos de la reperfusion y las alteraciones

ultraestructurales han sido semejantes a las del grupo no tratado (Pomar, 1992).

El mecanismo de accién de los IECA en el contexto de la isquemia transitoria
seguida por reperfusion es incierto, pero puede deberse, al menos en parte, a un aumento de
la produccién miocardica de prostanoides. De hecho se ha demostrado que la infusién de
prostaglandina E1 o elevadas dosis del anélogo de la prostaciclina “Iloprost”, tienen efectos
beneficiosos similares sobre la funcién contractil del miocardio aturdido (Farber ef al., 1988;
Farber y Gross, 1989). En dicho efecto cardioprotector se ha implicado también la
capacidad de los IECAs para atenuar la degradacion de bradicininas enddgenas (con
capacidad de inducir aumento en la circulacién coronaria) y descender la sintesis de
Angiotensina II a partir de angiotensina I, lo que disminuiria la necrosis miocardica y
proliferacién de fibroblastos (Tan et al., 1991). El cilazaprilato parece contribuir a la
preservacién del metabolismo energético y a la cardioproteccion en la isquemia-reperfusion
gracias a una acumulacién de bradicininas y a un aumento en la produccién de oxido nitrico
inducido por la NO sintetasa, favoreciendo la sintesis de cGMP (Matoba et al., 1999).
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Se ha sugerido también que los IECAs que poseen en su estructura un grupo
sulfidrilo (captopril y zofenopril) pueden actuar también como barredores de los radicales
libres de oxigeno, aunque esta hip6tesis sigue en controversia (Westin y Mullane, 1988). El
efecto beneficioso de los IECAs sobre la lesion de reperfusién parece ser debido mas bien a
una disminucién en la formacién de radicales libres, debida a su accién anti-isquémica, y a
una proteccion a nivel de las membranas lisosomales (Galinier y Bounhoure, 1993). En un
estudio realizado por KukreKa y cols. (1990) sobre la accién del captopril sobre los radicales
libres concluyen que dicho farmaco no es un “barredor” directo del superéxido, sino que
ejerce, en virtud de su grupo sulfidrilo, una accioén antioxidante inespecifica, probablemente
al reducir un intermediario en la compleja oxidacion de epinefrina a adenocromo (reduccion

del citocromo c).

El tratamiento crénico con quinapril ha demostrado mejorar la severidad del dafio
miocardico producido en un modelo de oclusion/reperfusién en conejos alimentados con
dieta hipercolesterolémica. Dicha mejoria estd asociada con una reduccion de la
acumulacién de leucocitos en el miocardio, probablemente debida a una inhibicién de la
expresién miocardica de P-selectina (molécula de adhesién entre leucocito y endotelio), lo
que condicionaria un aumento en la produccién de NO a través de una reduccion en la
degradacion de las bradicininas. Dicho efecto favorable del quinapril es revertido por la
utilizacién de bloqueadores de los receptores de bradicininas o inhibicién de la NO-
sintetasa. (Hoshida er al., 1999). Todo ello traduce el posible efecto favorable del quinapril
en aquellas situaciones que cursan con aumento en la expresion de P-selectina y deterioro de
la relajacion dependiente de endotelio (EDR), condiciones comunes observadas en pacientes

con ateroesclerosis.

Los IECAs, al igual que los antagonistas del calcio, se comportan como potentes
vasodilatadores y como reductores de la postcarga, lo que plantea la posibilidad de que las
modificaciones favorables del aporte y/o demanda de oxigeno puedan ser los responsables
de los efectos beneficiosos de estos agentes en el contexto de la isquemia —reperfusion. Sin
embargo se han obtenido mejoria significativas de la funcién contractil del miocardio
aturdido con nifedipino y zofenopril en ausencia de alteraciones concomitantes del flujo
coronario o de los pardmetros hemodinimicos sistémicos (Przyklenk et al., 1989a;
Przyklenk et al., 1989b). De la misma forma, estudios utilizando un potente agente reductor
de la postcarga como el Nitroprusiato sédico tras la reperfusion, han demostrado que no

gjerce efecto sobre la recuperacion de la funcién contractil del miocardio aturdido.
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5.3.- Beta-bloqueantes. Carvedilol.-

Se ha demostrado que la reduccion de la demanda de oxigeno miocardico mediante
la utilizacién de PB-bloqueantes, en algunos casos, atenia la disfuncion contréctil
postisquémica. A este respecto, tanto la infusién de esmolol antes y durante la oclusién
coronaria (Kloner ef al., 1985), como el pretratamiento con propranolol (Rivera et al., 1992),
mejoran de forma significativa el acortamiento segmentario del tejido isquémico
previamente aturdido. Observamos pues que un aumento del aporte de oxigeno miocardico
y una reduccién de la demanda durante el episodio de isquemia puede mejorar la
recuperacién de la funcion contractil postisquémica, presumiblemente reduciendo la

severidad de la isquemia.

Independientemente de sus acciones hemodinamicas, dichos farmacos han
demostrado ejercer también un efecto metabolico. Al antagonizar los efectos de la
estimulacién catecolaminérgica durante la isquemia, disminuyen la liberacién de acidos
grasos libres por parte de los adipocitos y mejoran la utilizacion de la glucosa, derivando el
metabolismo hacia un mayor uso de los carbohidratos y una menor utilizacién de los acidos
grasos libres, pudiendo conducir a un beneficio teorico en el miocardio isquémico (Nielsen
et al., 1986).

En un trabajo reciente sobre corazones de cerdo, el grupo perfundido con
metoprolol presenté unos niveles de malondialdehido menores en relacion con el grupo
control, asi como mayores niveles de glutation, lo que puso de manifiesto una reduccién del
dafio isquémico al prevenir la peroxidacion lipidica y reducir la demanda energética a traves

del descenso de la frecuencia cardiaca (Kalaycioglu ef al., 1999).

Asi mismo el tratamiento croénico con propranolol mostré un efecto protector contra
la isquemia/reperfusion en un modelo de corazén aislado de rata, sin ejercer ningun efecto
betabloqueante, junto con un aumento en la actividad enzimatica de los antioxidantes

endogenos que podrian justificar este efecto beneficioso del farmaco (Khaper e al., 1997).

Los B-bloqueantes han mostrado claramente tener un efecto beneficioso en la
supervivencia a largo plazo en la enfermedad coronaria. Asi se ha visto que su
administracién intravenosa aguda en estudios a pequefia escala han obtenido un efecto
beneficioso en el IJAM y en el post-TAM. Los mecanismos de dicho efecto son desconocidos,
pero tal vez estén relacionados tanto con efectos hemodindmicos como metabdlicos
(Hjalmarson, 1997).
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Otro sustancia ampliamente estudiada ha sido el carvedilol. Es un farmaco B-
bloqueador no selectivo con propiedades especiales: alfa-1-bloqueador, inhibidor in vitro de
los radicales libres derivados de oxigeno mediante peroxidacion lipidica, asi como barredor
de radicales libres (Yue et al., 1992a). Se ha comprobado que el carvedilol atenta la
apoptosis (muerte celular programada) (Narula et al., 1996), asi como también puede inhibir
la proliferacién de células de musculo liso (Sung ef al., 1993). Este efecto antiproliferativo
puede evitar o incluso prevenir la progresion de la remodelacion vascular que tanta
importancia tiene en las anormalidades hemodindmicas coronarias. A lo anterior se afiade su
capacidad para reducir la inflamacién gracias a que disminuye la infiltracién neutrofilica
(Yue et al., 1992b). Tomando en consideracion todas estas acciones, no es de sorprender que
el carvedilol ha demostrado reducir el tamafio del infarto y la apoptosis, asi como disminuir
la mortalidad en modelos experimentales de dafio miocardico (isquemia-reperfusion)
(Ruffolo y Feuerstein, 1997).

Se ha observado que el efecto antiapoptdtico del carvedilol es mds intenso que el
ejercido por el propranolol, lo cual sugiere que no esté relacionado exclusivamente con el
bloqueo de los receptores B-adrenérgicos del corazén. A partir de diversos hallazgos
experimentales se ha propuesto que dicho efecto antiapoptético seria el resultado combinado
de la inhibicién de la expresion del receptor proapoptético Fas, del bloqueo de la via de
sefiales intracelulares mediada por proteinas de estrés y de sus propiedades antioxidantes
(Yue et al., 1998)

5.4.- Inhibidores de la bomba Na*/H".

Diversos autores han comunicado los beneficios de reducir la entrada de Na" a la
célula, inhibiendo la bomba de intercambio Na'/H™ o mediante el bloqueo de los canales de
Na’, en cuénto a la recuperacion de un corazén postisquémico. Entre estas sustancias
encontramos como prototipo el Amiloride (un agente utilizado en la clinica como diurético)
(Meng et al.,, 1993) y una serie de andlogos de éste como el Dietilamiloride (Meng y Pierce,
1991) y metil-isobutilamiloride (Moffat y Karmazyn, 1993). Todas estas sustancias han
demostrado ejercer ciertos efectos durante la isquemia-reperfusién, como son: mejora de los
pardmetros hemodindmicos, mejora de la funcién contréctil y la presién diastolica final, asi
como una disminucién en la liberacién intracelular de enzimas, con menor dafio
ultraestructural, disminucién de arritmias y una menor utilizacién de energia (ahorro de
glucogeno y preservacion de los depositos de fosfatos). Pese a ello, no suelen utilizarse en
clinica dado los frecuentes efectos secundarios que conllevan: interaccion con los canales
lentos de calcio y potasio, disminucién de la tension generada en el corazon, etc. (Pierce et
al., 1993).
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Otro agente no antiarritmico, pero no obstante con propiedades bloqueantes del
sodio es el R 56865 (N- (1-(4-(4-fluorop-henoxy) butyl)-4 piperidinyl)-N-methyl-2-
benzothiazolamine; Jansen Research Foundation, Belgium). Este agente ha demostrado
mejorar la recuperacién de la funcién, preservando la ultraestructura y suprimiendo las
arritmias postreperfusion en el conejo (Chen et al., 1993). Su mecanismo es la modulacion

de la entrada de Na' a través de los canales répidos de Na".

Recientemente un inhibidor de la bomba Na'/H', el SM-20550 ha mostrado un
efecto cardioprotector al reducir el tamafio del infarto, el sangrado intramiocardico y la
aparicion de fibrilacién ventricular en un modelo canino de isquemia-reperfusion, debido, en

parte, a un efecto protector a nivel microvascular (Ito ez al., 1999).
5.5.- Oxido nitrico (NO).-

El NO es un modulador esencial en los sistemas bioldgicos, incluyendo el sistema
cardiovascular. Numerosos estudios han demostrado el efecto beneficioso y perjudicial de
los efectos del NO en la regulacién fisiolégica y control del sistema cardiovascular (Xi ef
al., 1999). Por una parte, el NO es por si un radical libre y puede formar peroxinitrito, un
potente oxidante que puede causar la peroxidacion lipidica de la membrana celular,
originando disfuncién miocérdica (Wang y Zweier, 1996). En contraste, el NO es el
modulador del tono del musculo liso vascular, pudiendo ejercer una accioén cardioprotectora
durante la isquemia/reperfusién mediante la vasodilatacién coronaria y la reduccién del
consumo de oxigeno miocardico a través de la regulacion del GMPc (Weis ef al., 1994). El
tratamiento previo con donantes de NO se ha relacionado con un efecto beneficiosos sobre
el miocardio isquémico, asf como un efecto antiarritmico y anti-infarto (Nakanishi er al.,
1992). Recientemente, se ha sugerido un posible efecto iniciador y mediador del NO en el

precondicionamiento isquémico (Qiu et al., 1997).

El efecto cardioprotector del NO puede realizarse tanto a través de mecanismos
dependientes del GMPc como independientes. Puede modular los canales de potasio
ATPdependientes (Karp) a través del segundo mensajero GMPc. Este es capaz de fosforilar
los canales Karp para proteger al miocardio. La apertura de estos canales parece ejercer una
accion protectora al incrementar la corriente de potasio hacia el exterior, acortando asf el
potencial de accién y permitiendo una menor entrada de calcio al miocito a través de los
canales voltaje-sensibles (Gross y Auchampach, 1992). El descenso de la sobrecarga
intracelular de calcio puede reducir el dafio isquémico y conducir a una mejor preservacion

miocardica.
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5.6. Farmacos antioxidantes.-

Los antioxidantes miocardicos son definidos como sustancias que inhiben o
retrasan el dafio oxidativo a las proteinas celulares, carbohidratos, lipidos y ADN. Estas
sustancias pueden actuar a través de diferentes mecanismos: a) “barredores” de los radicales
libres o sus precursores, b) inhibidores de la formacién de radicales libres, c) atenuando la
catalisis de la generacién de radicales libres a través de la unién con metales, d)
incrementando la produccién de antioxidantes endogenos y e) reduciendo la muerte celular

apoptotica a través de la estimulacion de genes antiapoptéticos (Bcl-2) (Dhalla et al., 2000).

Apoyando la importancia de los radicales libres como mecanismo causante de
aturdimiento, numerosos investigadores han demostrado que agentes barredores de radicales
libres como la superéxido dismutasa (SOD) y la catalasa, administrados antes y durante los
episodiso de isquemia, atentian la disfuncién postisquémica (Jeroudi ef al., 1990; Bolli,
1991). Este “barredor” de radicales libres fue utilizado inicialmente con entusiasmo, sin
embargo su beneficio en humanos no ha sido totalmente satisfactorio. En un estudio llevado
a cabo por Flaherty y cols. (1994) donde se utilizo6 el SOD en pacientes sometidos a
angioplastia directa o de rescate, no se encontré mejoria sustantiva en el grupo tratado con
SOD, a excepcién de una menor incidencia de arritmias en el grupo tratado en las horas
tempranas post-angioplastia, sin encontrar diferencias estadisticamente significativas en la

incidencia general de taquicardia y fibrilacion ventriculares.

Otra sustancia analizada es la vitamina E (a-tocoferol). Ratas tratadas con vitamina
E mostraron un descenso en la mortalidad y el tamafio del infarto debido a la oclusiéon
coronaria en aproximadamente un 50%, comparado con el grupo control; asi mismo las
alteraciones arritmicas tambien fueron atenuadas de forma significativa (Sethi er al., 2000).
Adicionalmente, los suplementos de vitamina E previnieron la depresién de la funcién
ventricular izquierda, asi como la elevacién de malondialdehido en el corazén infartado,
indicando que los efectos beneficiosos de la vitamina E pueden deberse a una reduccion del
stress oxidativo. A pesar de la evidencia del efecto protector de la vitamina E en modelos
animales de isquemia/reperfusion, siguen siendo contradictorios los datos obtenidos en
estudios observacionales y epidemiolégicos en el hombre (Spencer et al., 1999; Dhalla et
al., 2000). La hipétesis que sugiere que la vitamina E puede actuar en una segunda linea
defensiva puede explicar en parte estos datos contradictorios. El efecto beneficioso estaria
en relacion con el grado de produccion de radicales libres y consecuentemente con la
severidad de la enfermedad coronaria (ej. La vitamina E seria més eficaz en pacientes con

infarto de miocardio masivo que en pacientes con angina de pecho).
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El alopurinol inhibe la xantina-oxidasa, oponiéndose asi a la produccion de aniones
superéxido en el curso de la isquemia. Los resultados son discordantes, habiendo fracasado

en el hombre al ser casi inexistente esta via metabélica (Eddy et al., 1987).

Los quelantes de los metales, como la deferoxamina, son utilizados para disminuir
la produccién de radicales hidroxil en el curso de la reaccién de Fenton. Se han obtenido
resultados interesantes en el curso de la proteccién miocardica quirtrgica (Menasche et al.,
1990)

Otros neutralizadores de radicales libres como la dimetiltiourea, han demostrado
mejorar la disfuncién contréactil del miocardio aturdido por breves episodios de isquemia.
Asi Bolli y cols. (1987), administréndola en el corazon del perro sometido a una oclusion de
15 minutos, iniciando la infusién de dimetiltiourea tres minutos antes de la oclusién y
manteniendo ésta durante 45 minutos, observaron tras 4 horas de reperfusién una mejoria
significativa en la recuperacién de ese miocardio. Sin embargo, su empleo en el hombre estd

limitado por su toxicidad (Zimmerman, 1991).

Recientemente, el transresveratrol, un antioxidante presente en el vino tinto, ha
mostrado poseer una accidn protectora en un modelo experimental de isquemia-reperfusion
en el corazén aislado de ratas, atribuido a una actividad “scavenger” de los radicales
peroxilo (Ray et al., 1999).

5.7. Otros farmacos.-
5.7.1.- Adenosina.-

La observacién de que tanto la isquemia regional como la global se asocian a una
répida depleccién de fosfatos de alta energia, incluyendo ATP, sugiere que una de las causas
de la disfuncién contractil postisquémica es una deficiencia en el aporte energético. Por ello
se han investigado en la isquemia-reperfusion sustancias como la adenosina (nucledtido
purinico producido enddgenamente), que aceleran la repleccion de ATP después de la
isquemia global o regional (Randhawa et al., 1993) Asi Bolling y cols. (1990) demuestran
que la administracién de adenosina en una solucién cardiopléjica e infundida a corazones
aislados de conejo sometidos a 120 minutos de isquemia global, repleccionaban de forma
significativa el ATP, asocidndose a una mejoria de los pardmetros funcionales, tanto
sistélicos como diastolicos, de la funcién ventricular. La adenosina ha demostrado
disminuir los requerimientos basales de oxigeno, la secreccién de catecolaminas € inhibir la

activaciéon de plaquetas y neutrofilos, asi como un efecto beneficioso a nivel de la
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vasodilatacién coronaria directa e inhibicién de la sintesis de tromboxano (Forman et al.,
1993). En modelos animales se ha encontrado disminucién del tamafio del infarto al utilizar
adenosina antes de la reperfusién (Olafsson ef al., 1987). Hasta la fecha, se sigue estudiando

su seguridad en humanos.
5.7.2.- Ketorolaco.-

Dado que la sobrecarga de calcio en el citosol ejerce un efecto fundamental en la
lesién de isquemia/reperfusion, resulta de gran importancia la utilizacién de farmacos que
eviten dicha acumulacion en el citoplasma, como el Ketorolaco [4cido(+) Sbenzoil-2,3-
dihidro-1H-pirrolizina-1carboxilico]. Este analgésico no esteroideo parece proteger a las
células miocardicas contra el dafio inducido por la reperfusién en corazones isquémicos,
evitando el desencadenamiento de arritmias ventriculares letales junto con una menor
elevacion enzimatica, restaurando en ultimo término todas las funciones celulares con la

oxigenacion (Pichardo et al., 1994).
5.7.3.- RheothRx (Poloxamero 188).

El Poloxamero 188 es un co-polimero no i6nico tensoactivo que posee efectos
hemorreolégicos, originando una reduccién de la agregacion celular eritrocitaria y un
incremento del flujo sanguineo microcirculatorio. En animales de experimentacion ha
demostrado la disminucién del dafio por reperfusion, probablemente debido a la inhibicion
de la funcién de los neutréfilos. Este compuesto ha sido probado en un estudio aleatorizado
que incluy6 a 114 pacientes con IAM, los cuales fueron sometidos a infusién de poloxamero
durante 48 horas al inicio de la terapia trombolitica. Los resultados sefialaron la presencia de
infartos significativamente menores, mayor salvacion de tejido miocardico determinado por
medicina nuclear, mejor funcién ventricular y una menor incidencia de reinfartos

intrahospitalarios (Schaer et al., 1996).
5.7.4.- Sulfato de magnesio.-

Muchos estudios en animales y estudios clinicos sugieren que el uso de magnesio,
un bloqueador fisiolégico de los canales de Ca'™, puede ser eficaz para disminuir el dafio
miocérdico por reperfusion. A pesar de los resultados previamente satisfactorios, el estudio
ISIS-4 aporto datos contradictorios acerca del beneficio terapéutico del magnesio en el dafio
por reperfusién (Steurer ef al., 1996). Sin embargo el estudio LIMIT-2, que incluyé a 2.316
pacientes demostré una disminucion significativa en la incidencia de disfuncion ventricular
izquierda (11.2% vs 14.9% p=0.009) y supervivencia a 28 dias (10.3% vs 7.8% p=0.04) en
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el grupo tratado con magnesio vs placebo, respectivamente (Woods et al., 1992). Se
necesitan ain mayores estudios con un disefio més estricto para determinar el beneficio real

del magnesio.
5.7.5.- Indapamida.-

La indapamida, un agente antihipertensivo con actividad diurética y vasodilatadora
directa, posee efectos en diferentes sistemas interrelacionados que contribuyen a la
proteccion del aparato cardiovascular: entre otros estimula la sintesis de prostaciclinas,
reduce la agregacion plaquetaria y estimula la vasodilatacion a través del factor relajante
derivado del endotelio en presencia de bradicininas (Campbell y Brackman, 1990). La
indapamida y su metabolito 5-hydroxyindapamida, parecen poseer cierto efecto en la
“amortigliacion” de la actividad de los radicales libres, muy similar al a-tocoferol e inhibir
la peroxidacién del 4cido linoleico provocada por el superdxido originado por la
hipoxantina-xantina oxidasa (Tamura er al., 1987). El mecanismo de proteccion de la

indapamida contra los radicales libres es desconocido.
5.7.6.- Nuevos farmacos antiapopt6ticos.-

Las caspasas constituyen una familia de proteasas que juegan un papel esencial en
la ejecucién de la apoptosis. Diferentes sustancias que inhiben dichas proteasas, como el
ZVAD-fink , el IGF-1 y el YVAD-cmK, han demostrado en estudios experimentales una
disminucién de la apoptosis miocérdica en situaciones de isquemia, asi como una reduccion
del 4rea del infarto y un menor remodelado de la pared ventricular (Yaoita ef al., 1998;
Holly et al., 1999). En conjunto todos estos estudios indican que es posible bloquear el
proceso de la apoptosis de los cardiomiocitos durante el insulto isquémico del miocardio y

que en el futuro podrian desarrollarse las estrategias terapéuticas correspondientes.
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6.-TERAPIA METABOLICA.-
6.1.- Moduladores metaboélicos.-

Ya hemos visto que el metabolismo energético del miocardio durante la isquemia y
durante la reperfusién estdn intimamente relacionados con la funcién cardiaca,
constituyendo un punto importante de intervencién terapéutica. Esta se puede conseguir
actuando a 3 niveles: 1) Aumentando la glucolisis miocérdica, ya sea incrementando la
extraccion de glucosa durante la isquemia o bien aumentando los niveles de glucogeno antes
del procedimiento quirirgico que condicione isquemia (ej. cirugia de bypass o trasplante
cardiaco); 2) Directamente activando el complejo piruvato-deshidrogenasa y aumentando la
oxidacion de los carbohidratos; o 3) Inhibiendo la oxidacién de los éacidos grasos,

aumentando asi la oxidacidn de los carbohidratos.

1) Aumentar el suplemento de glucosa al corazon.-

La presencia de glucosa durante el periodo hipéxico tambicn juega un papel
importante en la prevencion del dafio por reoxigenacion. Cuando el miusculo papilar
cardiaco es privado de glucosa y oxigeno, aparecen arritmias dependientes de Ca™, y
cuando la glucosa es afiadida durante el periodo hipéxico previene el desarrollo de arritmias
en el periodo de reperfusion, asi como la contractura isquémica producida en dicho periodo.
Esto se ha explicado por dos mecanismos; en uno de ellos se propone que la glucosa
interviene como un agente antioxidante, manteniendo el flujo a través de la via de las
pentosas (y, por lo tanto, niveles altos de NADPH y, en consecuencia, de glutation
reducido); en el otro mecanismo se propone que la glucosa mantiene un continuo aporte de
energia y con esto se conserva el control de Ca®" citos6lico (Opie et al., 1985). Un efecto
adicional consiste en el hecho de que aportar glucosa e insulina puede disminuir las

concentraciones sanguineas de acidos grasos al inhibir la lipolisis (Opie, 1995).

Los niveles plasméticos de insulina regulan directamente el metabolismo
miocardico de carbohidratos a través de la estimulacién del transporte de glucosa al interior
del miocito (al incrementar la incorporacién de GLUT 1 y GLUT 4 a la membrana
sarcolémica), e indirectamente al inhibir la lipolisis en los adipocitos y disminuir asi los
niveles de 4cidos grasos (Young ef al, 1997). La insulina también estimula la actividad de la
hexokinasa y la sintesis de glucégeno, resultando de ello un aumento en la fosforilacion de
la glucosa y en la sintesis de glucégeno. El mecanismo de este efecto en el corazén es

desconocido, pero probablemente pueda ser debido en parte a un incremento en la glucosa y
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la glucosa-6-fosfato, que ocurre tras la estimulacion de los transportadores de glucosa por

parte de la insulina.

Se ha demostrado que agregar glucosa durante la reperfusion produce una
recuperacién casi total de la funcion contractil y preserva los niveles de ATP y fosfocreatina
(Vanoverschelde et al., 1994).

Aunque inicialmente concebida como solucién “polarizante” por Sodi-Pallarés
(1962) y posteriormente propuesta como barredor de radicales libres por Hess (1983), la
solucién de glucosa-insulina-potasio (GIK) ha sido utilizada con la finalidad de mejorar la
funcién contractil del miocardio isquémico. Con este fundamento teérico, Gradinac y cols.
(1989) utilizaron dicha solucién en sujetos con evidencia preoperatoria de disfuncion
ventricular izquierda, sometidos a cirugfa de revascularizacién coronaria con circulacién
extracorpérea. Lograron demostrar que aquellos a los que se administraba dicha solucién
presentaban un mayor incremento en el indice cardiaco y requerian menos tiempo el balén
de contrapulsacién adrtica y menor apoyo inotrépico. En forma indirecta el estudio DIGAMI
parece apoyar la utilidad de glucosa para prevenir el dafio por reperfusién en el sentido de
que estos investigadores lograron demostrar una menor mortalidad a un afio (18.6%) en los
sujetos diabéticos tratados con infusién de insulina y glucosa, en las primeras 24 horas del
infarto, seguida por inyecciones subcutdneas en multiples dosis diarias por 3 meses, en
comparacion con los que recibieron terapia estindar (26.1%) (Malmberg et al., 1995). Un
beneficio similar se puso de manifiesto en el reciente estudio ECLA (Estudios Cardiologicos
Latinoamérica), un gran estudio prospectivo y randomizado que valoré la utilidad de la GIK
en el IAM, y que objetivé una disminucién del 66% en el riesgo de mortalidad relativa
intrahospitalaria al afiadir GIK a la reperfusion (95% trombolisis, 5% angioplastia primaria)
en relacién con la reperfusion sola; el riesgo de mortalidad absoluta descendi6 del 15,2% al
5,2% (Diaz et al., 1998). Esta reduccion de mortalidad solo se observé en el grupo de 252
pacientes que recibieron terapia de reperfusién conjuntamenmte; por contra los pacientes

que no recibieron reperfusién no obtuvieron beneficio con la GIK.

Los beneficios de la GIK también se han objetivado en otras situaciones, como es
la cirugia aortocoronaria. En un estudio prospectivo y randomizado sobre pacientes con
angina inestable sometidos a cirugia, el grupo tratado con GIK (antes y hasta 12 horas
después de la cirugia) mostré un 40% de incremento en el indice cardiaco en relacion con el
grupo control (p<0.0001), asi como una menor necesidad de soporte inotrépico (Lazar et al.,
1997).
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2) Estimular la oxidacion de la glucosa.-

Numerosos estudios experimentales han demostrado que la estimulacion de la
oxidacién de la glucosa durante y tras la isquemia puede beneficiar al corazén isquémico
(Tactgmeyer et al., 1998). Al mejorar el acoplamiento de la glucolisis a la oxidacién de la
glucosa, la produccién de protones disminuye, resultando un descenso en la acidosis del
tejido y una mejoria en la eficiencia cardiaca. Farmacolégicamente la oxidacién de la
glucosa puede aumentarse directamente estimulando la piruvato-deshidrogenasa o,

indirectamente, disminuyendo la ratio intramitocondrial acetyl CoA/CoA:
A) Activador del complejo piruvato-deshidrogenasa.

Dicloroacetato, el prototipo de esta clase, actia inhibiendo la piruvato-
deshidrogenasa quinasa, preveniendo la fosforilacién-inactivacién del complejo piruvato-
deshidrogenasa. Ello conduce a un aumento en la oxidacién de la glucosa y del lactato, y
una elevacion del acetyl CoA mitocondrial derivado de los carbohidratos. Dicho farmaco ha
mostrado reducir el MVO, y los indicadores de estrés isquémico en un modelo canino de
oclusiones breves (Khales et al, 1982). También ha demostrado una mejorfa en la
recuperacién de la funcién mecénica tras la isquemia en estudios experimentales sobre
corazones de rata (McVeigh y Lopaschuk, 1989). La eficacia clinica del dicloroacetato
como agente antiisquémico también ha sido mostrada en pacientes coronarios.
Desgraciadamente dicho firmaco no es demasiado potente y se requieren altos niveles
sanguineos para aumentar la oxidacion de la glucosa por parte del miocardio. Otra
limitacién de la sustancia es su corta vida media tras administraciéon oral e intravenosa
(Stacpoole, 1989).

B) Disminucién de la ratio acetil CoA/CoA.

Un agente que ha suscitado interés en cuanto a su aplicacién en el aturdimiento ha
sido la Carnitina. Como hemos visto previamente, la isquemia produce una rapida
inhibicién de los procesos oxidativos y reduccidn de la carnitina libre con el consiguiente
aumento de 4cidos grasos libres y metabolitos intermediarios (como el Acyl-Coa de cadena
larga). El acimulo de estos metabolitos dara lugar a efectos perjudiciales sobre las células
(desintegracién de membranas, inhibicién de la actividad enzimatica) (Opie, 1979). La
accion de L-carnitina se lleva a cabo a nivel mitocondrial, favoreciendo el transporte de
dichos 4cidos grasos al interior de la mitocondria, donde se encuentran los enzimas
necesarios para llevar a cabo el proceso de oxidacion con la consiguiente produccién de
energia (ATP). Ademés de este papel metabdlico critico, L-carnitina también es importante
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en la regulacion de la oxidacion del piruvato en el corazdn, y su administracién ha mostrado
aumentar la oxidacién de la glucosa. Ello ocurre secundariamenta a un aumento de la
actividad del complejo piruvato-deshidrogenasa, debida a una disminucién de la relacién
mitocondrial acetil CoA/CoA (Broderick ef al., 1993).

Diversos trabajos han demostrado tanto a nivel experimental como clinico la accién
beneficiosa de la L-carnitina en la isquemia miocardica, ejerciendo un efecto
cardioprotector (Liedtke er al., 1988). En un estudio realizado por nuestro grupo sobre
perros, se objetivé como la serie pretratada con L-carnitina mostr6 durante la induccién de
los procesos de isquemia/reperfusion pocas diferencias con respecto al grupo control en
cuanto a la fraccién de acortamiento. Ello contrast6 con una recuperacion de dicha fraccion
de acortamiento mucho mads precoz en el grupo tratado con L-carnitina, asi como un
porcentaje de mitocondrias dafiadas significativamente inferior a la serie control en el
estudio estructural, junto con un gran incremento en el nimero de mitocondrias emparejadas
durante todo el periodo de seguimiento (interpretado como un aumento en la actividad

mitocondrial y su renovacién inducida por el tratamiento) (Pallarés, 1996).

Clinicamente, L-carnitina 'y propionyl L-carnitina, han mostrado poseer
propiedades antiisquémicas. Ambas sustancias pueden disminuir la depresion del segmento
ST y la presién ventricular telediastélica durante la prueba de stress en pacientes con
enfermedad coronaria (Thomsen ef al., 1979; Bertels et al., 1994).

En un estudio multicéntrico el tratamiento con L-carnitina iniciado de forma precoz
en el IAM y continuado durante 12 meses fue seguido de una atenuacién de la dilatacion
ventricular izquierda, traducido en un menor volumen ventricular izquierdo (Iliceto et al.,
1995).

Ademés de sus efectos directos cardiacos, ambas sustancias tienen capacidad de
alterar la funcion metabolica en el musculo esquelético. Un estudio multicéntrico en
pacientes con claudicacién intermitente mostré que propionil L-carnitina mejoraba
significativamente la distancia méxima de marcha en un test de esfuerzo con treadmill
(Brevetti et el, 1995). Queda por determinar si dichas sustancias incrementan la oxidacion de

la glucosa en el misculo esquelético de forma similar a la del corazon.
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3) Inhibidores de la oxidacion de los dcidos grasos.-

Dado que el aumento de la oxidacién de los acidos grasos disminuye la oxidacién
de la glucosa, una aproximacion para aumentar la oxidacién de la glucosa es la inhibicién de

los 4cidos grasos. Esta se puede conseguir mediante 2 mecanismos:
A) Inhibiendo directamente la f-oxidacion.

La ranolazina es un nuevo agente anti-isquémico (de estructura similar a la
trimetazidina, que veremos después) que ha demostrado efectos cardioprotectores
beneficiosos en el corazdén isquémico, sin alterar los pardmetros hemodindmicos ni
contractiles basales in vivo e in vitro (McCormack et al., 1996). Estudios clinicos han
confirmado los resultados experimentales y han mostrado que dicha sustancia, ademas de
tener una buen tolerancia, posee propiedades anti-isquémicas. En pacientes con angina
cronica estable, la ranolazina disminuye la frecuencia de las crisis anginosas y el consumo
de nitroglicerina, asi como incrementa el tiempo de ejercicio en la prueba de esfuerzo. Estas
mejoras en los parametros de la prueba de esfuerzo son comparables en magnitud al efecto
de los B-bloqueantes y los antagonistas del calcio, produciéndose en ausencia de cambios en
la frecuencia cardiaca y la presion sanguinea (Cocco et al., 1992). Recientes evidencias han
mostrado que la ranolazina actia mediante la optimizacién del metabolismo energético, con
disminucion de la oxidacién de los acidos grasos en el corazon y aumento en la oxidacion de
la glucosa, tanto en condiciones de normoxia como de hipoxia. El mecanismo de accion es
desconocido, pero tal vez sea debido a una inhibicion directa de la B-oxidacién de los 4cidos
grasos (McCormack et al., 1996).

B) Inhibiendo la carnitina-palmitoyl-transferasa.

Dado que la carnitina-palmitoyl- transferasa 1 es el principal escalén limitante en
la oxidacion de los 4cidos grasos, representa un lugar con un importante potencial
terapéutico para reducir la oxidacién de los 4cidos grasos durante la reperfusién. Uno de
estos farmacos es la oxfenicina, la cual ha demostrado bloquear efectivamente cualquier
incremento de la utilizacién miocéardica de 4cidos grasos asociado a elevaciones de los
acidos grasos libres en el plasma en un modelo porcino durante normoxia (Schwartz ef al.,
1994). Durante la isquemia en un modelo aislado de ratas, sin embargo, solo se ha obtenido
una pequefia mejoria en la funcion durante la reperfusion, y un pequefio descenso en la
acumulacion de intermediarios de acidos grasos de cadena larga (Meehan y Higgins, 1994).
Otro farmaco, el etomoxir, ha demostrado poseer eficacia antiisquémica, con mejoria de la

funciéon cardiaca durante la recuperacién de la isquemia. Sin embargo su administracién
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prolongada se ha asociado con problemas toxicos, y en particular la produccién de
hipertrofia cardiaca (Rupp et al., 1995).

[ conNTRL |
S| ) Trewted

Figura 1.13.- Efectos del tratamiento con dicloroacetato (DCA), carnitina, etomoxir y ranolazina
en la oxidacion de la glucosa en ratones aislados de rata bajo condiciones no isquémicas (Stanley et
al., 1997). *p<0.05.

6.2.-TRIMETAZIDINA.-

La trimetazidina ( 1-(2,3,4-trimetoxibencil) piperacina, diclorhidrato) se introdujo
en Medicina hace mas de 30 afios para el tratamiento clinico de la isquemia. Desde esa
fecha numerosas investigaciones experimentales han analizado esta droga para determinar
su mecanismo de accion. Parece ser que, en contraste con las clasicas drogas antianginosas,
la TMZ actua directamente sobre la celula isquémica.

6.2.1.- Formula desarrollada.-
Trimetazidina
1-(2,3,4-Trimethoxibenzil) piperazina

H,CO OCH,

AN

/N

H4CO

Peso molecular : 266.34
2 pKa: 8.9-4,3

Figura 1.14.- Férmula de la TMZ.
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6.2.2.- Farmacocinética.-

Los estudios de farmacocinética realizados en adultos sanos (De Greave y
Campbell, 1985; Royer, 1986) demuestran que la TMZ:

e Se absorbe rapidamente, y en casi su totalidad, a nivel del aparato
gastrointestinal, con una biodisponibilidad elevada al presentar un

metabolismo de primer paso hepatico minimo;

o El porcentaje de union a proteinas plasmaticas es muy bajo, y limita el
riesgo de interaccion con otros farmacos de elevada unién a proteinas

plasmaticas;

¢ Su cinética es independiente de la via de administracién (oral o IV) y
del tiempo, de manera que no existen riesgos de acumulacion tras una
administracion prolongada del farmaco;

o Presenta una relacion lineal entre su cinética y la dosis;

e Tiene un amplio volumen de distribucion;

e No se metaboliza de forma importante en el hombre, presentado un
aclaramiento hepético reducido y elimindndose rapidamente,

fundamentalmente por via urinaria.

Uf' |

E:-Co‘ncentracnon plasmatlca méx1mé (Cmax) 27.5+13.0 ng/ml.
-Plazo obtencxén Cmax: 0.300+0.037 h.
-Constante de absorcion digestiva: 1.881 £ 0.346 h'!.

Tabla 1.5.- Pardmetros farmacocinéticos (Royer, 1986).
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6.2.3.- Actividad farmacolégica.

Los trabajos experimentales realizados en células, tejidos u érganos aislados y en
el animal entero demuestran que la TMZ actia a nivel del metabolismo celular,
oponiéndose, punto por punto, a todas las consecuencias que el déficit de oxigeno induce

en la célula isquémica, comportandose como un verdadero agente antiisquémico. Asi se ha

observado que la TMZ:
1. Limita la acidosis intracelular (Lavanchy et al., 1987);
2. Reduce la acumulacién de Na* y Ca™ (Renaud, 1988);

3. Mantiene las concentraciones intracelulares de ATP y disminuye la
liberacion de creatinfosfocinasa (Alliberdi et al., 1998);

4. Protege frenta al dafio de la membrana celular inducido por radicales de

oxigeno libres (Maridonneau-Parini y Harpey, 1987).

5. Inhibe la infiltracidn de neutréfilos (Williams e al., 1993).

6.2.4.- Tolerancia y toxicidad-

Todos los estudios de toxicologia efectuados con el diclorhidrato de

trimetazidina revelan que (Bromont P, Servier):

e La dosis letal 50 representa, por via IV, de 70 a 120 veces la dosis
prevista en terapéutica humana y alcanza 1600 veces la dosis terapéutica
despues de la administracion oral;

e La dosis méaxima tolerada es superior a 2.000 veces la dosis terapéutica;
e La sintomatologia clinica comprobada con dosis importante de
diclorhidrato .de trimetazidina estd en relacién con una actividad

farmacolégica inductora de wvasoplegia, conocida y observada

unicamente en presencia de dosis elevadas de la sustancia;
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e La administracion oral de dosis que alcanzan hasta 100 veces la dosis
prevista en terapéutica humana no genera ninguna modificacion de las
funciones de la reproduccién; fertilidad, fecundacioén, gestacidn,
embriogénesis, lactancia, desarrollo peri y postnatal y capacidades
reproductoras de los animales salidos de la generacidn tratada;

o El diclorhidrato de trimetazidina no presenta ninguna toxicidad genética.

Desde el inicio de los ensayos clinicos en 1979, la TMZ ha sido objeto de
numerosos estudios clinicos en diferentes indicaciones. Estos estudios han permitido valorar
a mas de 7000 pacientes tratados con dicho farmaco durante periodos que oscilaron entre
algunas horas (administracion Unica) y 6 meses. La tolerancia a la TMZ en el conjunto de
estos estudios ha sido buena. Se han descrito algunos efectos indeseables raros, tales como
nauseas, epigastralgia, prurito o cefalea, siempre banales y que s6lo excepcionalmente han

obligado a interrumpir el tratamiento (menos del 1%).

Si se examinan con mas detalle los estudios controlados, se observa que el nimero
de efectos secundarios de la TMZ no difiere significativamente del obtenido con placebo,
siendo de origen funcional en ambos casos y sin modificacién alguna de los pardmetros
biolégicos. Incluso cuando se ha comparado con otros antianginosos, la TMZ ha presentado

una mejor tolerancia (Monpere et al., 1990).

6.5.- Hipétesis del mecanismo de accién.-
El lugar preciso de accién de la TMZ y el orden cronoldgico de los efectos

descritos no se conoce aun en profundidad. Los diferentes mecanismos de accién de la TMZ

que se implican en su efecto cardioprotector estan recogidos en la figura I.15.
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Figura 1.15.- Hipétesis del mecanismo de accion de la TMZ.

1).- A través de cambios hemodindmicos.

Esta hipotesis puede ser eliminada. El efecto inotrépico y cronotrépico negativo es
evidente solo a altas dosis (10 M), cuando la molécula probablemente ejerce un efecto en
la membrana no-especifico, con reduccién en el flujo lento de Ca™". Clinicamente a dosis
relevantes, entre 3mg.Kg'1 y 10 mg.Kg'l, incluso en administracién intravenosa, la TMZ no
afecta a los pardmetros hemodindmicos, a pesar de su accién citoprotectora en animales de
experimentacion ni en pacientes con enfermedad coronaria (Pornin et al., 1990). Asi mismo,
tampoco parece influir en la circulacién coronaria (Timour ef al., 1990). Desde este punto de
vista, la accién de la TMZ es innovadora con respecto a otros antianginosos clasicos como

los calcioantagonistas y los betabloqueantes.
2).- Reduccion de la toxicidad de radicales libres derivados del oxigeno.-
Ya hemos visto que durante la realizaciéon de una isquemia marcada y prolongada,

se produce un deterioro de los mecanismos defensivos de la toxicidad del oxigeno, en
particular el descenso de la actividad de la superéxido-dismutasa y la depleccion del

-81-



contenido de glutation reducido. La reoxigenacién postisquémica provoca una marcada
formacion de radicales libres que no pueden ser eliminados por los miocitos previamente
isquémicos. Ello conduce a un stres oxidativo y secundariamente a un dafio lipoperoxidativo

a nivel de las membranas.

Algunos autores han hipotetizado que la TMZ podria interferir, directamente o
mediante metabolitos, en la reduccién de dicha toxicidad. Esta hipdtesis es interesante, pero
no esta fuertemente avalada por los datos disponibles ni por la estructura quimica de la
molécula. Algunas publicaciones han descartado el efecto antioxidante o “barredor” de la
TMZ. A pesar de ello, existen otras publicaciones que evidencian un posible efecto barredor
por parte de la TMZ (Maridonneau-Parini et al., 1987), si bien los métodos utilizados son
bastante criticados, como es la determinacion de malonialdehido durante la reperfusion

mediante técnica del 4dcido tiobarbitirico.
3).- Reduccion de la reaccion inflamatoria.-

Se ha propuesto que la TMZ puede tener un efecto favorable en la isquemia
miocardica al reducir la infiltracion de neutréfilos, si bien solo es avalada por una unica
publicacion cientifica (Williams et al., 1993). Se precisan estudios mas profundos antes de

avalar esta hipotesis.
4).- Mejora en el metabolismo energético.

Datos de Guarnieri y cols. (1997) sugieren que, en condiciones fisiologicas, la
TMZ incrementa la eficiencia de la fosforilacién mitocondrial a través de un aumento de la
extraccién de Ca'" fisioldgico, estimulando secundariamente diversas enzimas de la cadena
respiratoria. Indudablemente esto es un efecto importante e innovador. Sin embargo, la
cantidad de ATP producido a través de éste mecanismo y la posibilidad de que éste se

produzca en la administracion in vivo todavia necesita ser clarificada.

Desgraciadamente no estd aclarado que este mecanismo ocurra en casos de
isquemia. Sin embargo, en estas condiciones, la TMZ ha mostrado reducir la acidosis
intracelular significativamente, principalmente debido a una acumulacién de NADH
secundario para mantener los defectos en la oxidacién mitocondrial. Actualmente existe
evidencia indirecta de que la TMZ mejora la funcién mitocondrial residual bajo condiciones
de isquemia. Més atin, la TMZ ha mostrado mejorar la refosforilazién de los nucledtidos de

alta energia durante la reperfusion, lo que sugiere que existe un efecto especifico sobre la
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funcién mitocondrial, que es mas evidente bajo condiciones de reoxigenacién (Aussedat et
al., 1993). A pesar de ello, el valor de estos efectos debe ser confirmado por otros estudios.

5).-  Reduccion de la utilizacion de los dcidos grasos a favor de los

carbohidraros.-

Esta es la hipdtesis mas creible. Datos de Fantini y cols. (1994) indican que la TMZ
administrada a miocitos hipdxicos inhibe la fosforilacién oxidativa en presencia de
palmitoil-carnitina como sustrato. Si el piruvato es usado como sustrato, este efecto
inhibitorio ya no estd presente, sugiriendo una posible inhibicion de la beta-oxidacién. En
este camino, la TMZ estimula la actividad de la piruvato-deshidrogenasa, con la consecuente
mayor utilizacién de carbohidratos en la via anaerobica. De esta forma se optimiza el
metabolismo celular permitiendo una produccién rentable de ATP a pesar del reducido
aporte de oxigeno que llega a la célula durante el episodio de isquemia. L.a TMZ retrasara
asi el paso a la glucolisis anaerobia que seria la directa responsable de todas las
consecuencias negativas anteriormente descritas. Mdas recientemente se ha confirmado este
incremento en el metabolismo de la glucosa inducido por la TMZ en otro modelo
experimental, utilizando el corazén isquémico del perro (ligadura de la arteria coronaria
descendente anterior) y evaluando la actividad metabélica mediante tomografia de emisién
de positrones (PET). En este ultimo estudio se demostrd un mayor consumo de glucosa,
tanto por parte del miocardio isquémico como del no isquémico, sin poder determinar si ese
incremento es a expensas del metabolismo oxidativo o a través de la glucolisis. La ausencia
de cambios en el metabolismo oxidativo total medido a través de [''C] acetato sugieren 2
posibilidades: 1) incremento del metabolismo de la glucosa a través de la glucdlisis; o 2)
incremento de la oxidacion de la glucosa con reduccion similar de la oxidacion de los dcidos
grasos (Mody et al., 1998). Sin embargo en un estudio experimental sobre corazén aislado
de ratas donde la TMZ redujo la contractura isquémica, no se objetivo ninguna modificacion
en la utilizacion de glucosa exdgena por parte del miocardio (Boucher et al., 1994). La
interpretacion mas creible de estos datos negativos es que el autor induce una isquemia
marcada con valores de pH inferiores a 6,8 lo que provoca una inhibicién de todas las
enzimas de la glucolisis anaerobia. Asi mismo ambos estudios no pueden ser comparados
dado que las condiciones experimentales fueron distintas (corazén aislado y perfundido vs

corazon in vivo), asi como las dosis de TMZ utilizadas.
Segun los resultados de un estudio realizado in vivo e in vitro en un modelo de rata,

el efecto cardioprotector de la TMZ parece estar relacionado con una redireccién de la
utilizacién de los 4cidos grasos hacia la neosintesis de fosfolipidos; como consecuencia de
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ello, la disponibilidad de los 4cidos grasos esta reducida y se produce un incremento en la

utilizacion de sustancias no-lipidicas para la obtencién de energia (Sentex et al., 1998).

En un modelo de isquemia subtotal, el pretratamiento con TMZ redujo el
incremento de acil-carnitina inducido por la isquemia (indicando una menor utilizacién de
los 4cidos grasos por las células cardiacas) (El Banani ef al,, 1998). Esto se asociaba a una
menor disminucién del pH intracelular y a un menor incremento en la presion diastélica
durante la reperfusion tras un episodio isquémico. Bajo estas condiciones de menor acidosis
intracelular producida por la TMZ, la actividad de intercambiadores como el Na'/H" (y
probablemente otros canales de Na* -dependientes) pueden ser menos estimulados durante la
reperfusién. Ello podria disminuir la entrada de Na™ y consecuentemente en intercambio de
Ca'™ a través de la bomba Na'/Ca™, resultando de ello no solo un menor incremento de la
presion diastdlica, sino también un descenso de la disfuncion sistélica (miocardio aturdido).

Mas recientemente Kennedy y cols. (1998), sobre un modelo experimental en ratas,
ponen en duda la inhibicién de la carnitina palmitoyltransferasa-1 (lo que inhibiria la
oxidacion de la cadena larga de los acidos grasos) como mecanismo de accién antiisquémico
de la TMZ. Llama la atencién que la isquemia inducida en estos experimentos es regional.
Por tanto es posible que la formacién de circulacion colateral induzca el aclaramiento de
metabolitos permitiendo que la TMZ ejerza su actividad en el metabolismo de la glucosa.

Durante y después de la isquemia, los niveles elevados de acidos grasos circulantes
compiten con eficacia con la glucosa como fuente de energia. Ello provoca una acidosis
acelerada en el musculo y un incremento de las necesidades de energia con fines no
contréctiles (es decir, reduccién de la eficiencia cardiaca). La TMZ ha demostrado inhibir
directamente la oxidacién de los 4cidos grasos, lo que se traduce en un incremento de la
oxidaciéon de la glucosa. Empleando corazones de rata latientes y aislados, Lopaschuk y
Kozak (1998) han determinado directamente que la TMZ puede evitar las acciones
perjudiciales de los 4cidos grasos en el corazén. La adiciéon de TMZ a corazones perfundidos
con 4cidos grasos produce una inhibicidn significativa de la oxidacién de acidos grasos y
una estimulacion de la oxidacion de la glucosa, de tal suerte que la glucosa se convierte en la
principal fuente de energia empleada por el corazén para mantener la funcién contractil. Este
efecto de la TMZ se acompaifia de un aumento importante de la piruvato-deshidrogenasa, la
enzima reguladora en la oxidacion de la glucosa. El aumento de la oxidacién de la glucosa
disminuye la produccion de acidosis en el miocardio, lo que probablemente justifica los
efectos cardioprotectores de la TMZ que se han observado en muchos estudios clinicos y

experimentales.
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Todos estos datos apuntan hacia un aumento de la oxidacién de la glucosa junto
con una disminucién de la oxidacién de los 4cidos grasos, resultando de ello unos

requerimientos metabdlicos de oxigeno menores.

Recientemente se ha realizado un estudio de los efectos de la TMZ sobre el
metabolismo de los 4cidos grasos y de la glucosa en corazones de rata aislados y latientes y
sobre la actividad de varias enzimas que intervienen en la oxidacién de los 4cidos grasos.
Los autores llegan a la conclusion que los efectos antianginosos de la TMZ pueden obedecer
a una inhibicion de la actividad de la 3-cetoacil CoA tiolasa de los acidos grasos de cadena
larga, y no de los de cadena media o corta. Esta inhibicién de la oxidacién de los 4cidos
grasos de cadena larga se acompafia de un aumento en la actividad de la piruvato-
deshidrogenasa, que se traduce en un incremento significativo de la tasa de oxidacion de la
glucosa (Kantor et al., 2000).

La dificultad de aclarar el mecanismo de acciéon de la TMZ estriba en: 1) La
dificultad intrinseca en el estudio de las complejas vias metabdlicas que la TMZ puede
influenciar; 2) la perdida de homogeneidad en los diferentes modelos animales, 3) las
diferentes dosis y vias de administracion, y 4) la ausencia de respuesta estandar a la droga.
(Cargnoni et al.,1999).

En conclusién la mas creible hipétesis es aquella en la que los mecanismos

anteriormente expuestos no son exclusivos sino interrelacionados en la eficacia de la TMZ.
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El miocardio aturdido, como hemos desarrollado a lo largo de la introduccién de
este trabajo, se caracteriza por un estado de disfuncién contractil que sigue a un episodio de
isquemia severa transitoria que es, mas o menos, duradero en el tiempo y espontdneamente

reversible.

La produccién del miocardio aturdido en su forma clésica se realiza mediante la
aplicacion de un episodio tunico de isquemia severa, entre 5 y 20 minutos (episodios
mayores provocan dafio irreversible), y seguido por un periodo de reperfusién mas o menos
prolongado, produciéndose un estado de disfuncién ventricular que, con el tiempo, llega a
recuperarse. Posteriormente se ha observado que el fenémeno de aturdimiento también
ocurre tras episodios de isquemias breves y repetidas, observandose, en algunos de los
protocolos, efectos acumulativos que incrementan la lesién (Bolli et al., 1995).

En la Unidad de Cardiologia Experimental hemos desarrollado un modelo canino
de isquemias de muy breve duracién (2 minutos), seguidas por periodos cortos de
reperfusion (3 minutos) y repetidas hasta 20 veces que provoca un deterioro progresivo de la
funcién regional de la zona isquémica; la fraccion de acortamiento (FA) de la zona
isquémica sufre un descenso progresivo con cada oclusion, hasta alcanzar valores del 19%
respecto al basal tras el ultimo episodio isquémico (p<0.05). La observacion del tejido
isquémico mediante microscopia Optica no evidencié muerte celular ni alteraciones
morfolégicas con respecto a las muestras de tejido control. Sin embargo, cuando el estudio
se realizé utilizando microscopia electronica de transmision, el tejido isquémico mostré un
aumento en el volumen mitocondrial, con importantes alteraciones en su ultraestructura
(aclaramiento de la matriz y vacuolizacion, rotura de membranas,..). Estos resultados
muestran que cuando el miocardio es sometido a isquemias breves y repetidas, existe un
deterioro progresivo de la funcién sistélica junto con alteraciones estructurales,
principalmente a nivel mitocondrial, que persisten tras 24 horas de finalizado el protocolo
isquémico. Estas alteraciones podrian ser las responsables de la disfuncién sistdlica

transitoria y/o crénica en ausencia de infartos previos (Pomar, 1995).

En los ultimos afios se ha iniciado una nueva linea de investigacién centrada en
conocer la cascada de fendmenos metabdlicos que conduce de la isquemia a la lesién del
miocito, asi como en la investigacion de tratamientos farmacoldgicos que demostraran ser
de utilidad en la prevencidn y disminucién del dafio por isquemia/reperfusién, con el enorme
interés que supone proteger al miocardio en todos los pacientes coronarios, limitando las
secuelas y la gravedad de la isquemia, cuando ésta, pese a todo, se produce.
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La trimetazidina (TMZ) es un nuevo firmaco antiisquémico con actividad
metabdlica y sin efectos sobre los pardmetros hemodindmicos que, en diferentes estudios
experimentales, ha demostrado poseer importantes acciones citoprotectoras sobre el

miocardio isquémico.

La pregunta de investigacion a la que queremos responder con la realizacién de este

proyecto es:

¢ Es capaz la trimetazidina de proteger y/o facilitar la recuperacién del miocardio
sometido a isquemia/reperfusion mediante la reduccion de la disfuncion postisquémica y de

los cambios ultraestructurales en los miocitos.?

Para contestar a esta cuestion se han planteado una serie de OBJETIVOS parciales

concretos:

1. Confirmar las alteraciones que se producen a nivel de la funcién regional y a nivel
mitocondrial del miocardio sometido a dos modelos de isquemia/reperfusién diferentes: un
modelo de isquemia tnica y prolongada (15 minutos) seguido de 1 hora de reperfusién; y
otro modelo de isquemias breves (2 minutos) y repetidas seguidas de reperfusion (3

minutos) que provocan aturdimiento miocéardico.

2. Estudiar la accion de la trimetazidina sobre la isquemia y sobre la recuperacién

funcional del miocardio sometido a esos dos modelos diferentes de isquemia/reperfusion
3. Estudiar la accién de la trimetazidina sobre las alteraciones ultraestructurales que se
producen a nivel mitocondrial en los diferentes modelos isquémicos (analisis cuantitativo y

cualitativo).

4. Estudiar los efectos de la TMZ sobre los parametros hemodindmicos.
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MATERIAL Y
METODO



1. MATERIAL.-
1.1.- Animales de experimentacion.-

Se han utilizado un total de 30 perros mestizos de ambos sexos (23 machos y 7

hembras), con unos pesos comprendidos entre los 18 y 39 Kgs.

Dichos animales cumplen las condiciones que sobre proteccion de los animales de
experimentacion estdn establecidas por Real Decreto 223/1988.

Ninguno de los animales ha sido utilizado previamente en algin estudio de

investigacion.
1.2.- Area experimental.-

Todos los experimentos se han desarrollado en un quiréfano destinado a la cirugia
experimental en animales, localizado en el Centro de Investigacion del Hospital
Universitario La Fe, contando con la colaboracién de un equipo de personal estable y
dedicado en exclusiva a este tipo de técnicas.

1.3.- Material quirargico.-

El instrumental quirtirgico utilizado ha sido el siguiente:

Mesa de quirdfano.

Bisturi eléctrico KYRTO 280 para corte y cauterizacion.
e  Bisturies de uso unico.

e  Pinzas de diseccion con dientes (1x2).

o Pinzas de diseccion sin dientes.

. Pinzas Hemostaticas Crile-Slim y Pean-Slim.

o  Pinzas para preparaciones rectas y curvas.

e  Tijeras para cirugia general y vasculares.

e  Pinzas de campo Backhaus.

e Sondas acanaladas.

e  Separador autostético para costillas Finochietto.
e  Clamp vascular atraumético “Bull-Dog”.

e  Aspirador Red-O-Pack VIGON.

e  Jeringas desechables de 5y 10 cc.
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o Aguja puncion trocar (calibre 1.6 mm).
. Llaves de tres vias.
. Porta-agujas de diversos tamafios.

1.4.- Ventilacion mecanica.-

e Laringoscopio: Mango porta-pilas ¢$30 mm- 14 cm y Espétula # 4-130
mm.

e Tubos de RUSH (n° 34-38) para intubacion orotraqueal.

e Respirador Volumétrico TEMEL, adaptado para utilizacién en anestesia,
con rotameros paralelos que permiten ajustar la mezcla gaseosa de oxigeno

y protéxido de nitrégeno durante el experimento.

1.5.- Registro de seiiales.-

e Poligrafo de 8 canales HEWLETT-PACKARD 7758 B de inscripcion
térmica con:
*preamplificadores bioeléctricos (8811 A) dotados de filtros
universales (0,1-100 Hz; 40- 500 Hz).
*preamplificadores de ECG y de presion (8805 C).
*modulo de célculo de derivadas (8814 A Derivate Computer).

e Osciloscopio de 2 canales HEWLETT-PACKARD 1201 B para
visualizacién continua de sefiales (ECG, curvas de contractilidad

segmentaria, dP/dt, etc,...) durante el experimento.

o Cables para registro electrocardiografico de derivaciones estindar
periféricas con electrodos (agujas para insercion subcuténea).

e Transductores de presion HEWLETT-PACKARD Quartz Transducer
(1290 A).

1.6.- Catéteres y guias.-

) Catéteres de presion Pigtail 7F (varias marcas).

. Catéteres de vena G14 L50 cm 1,5-2 mm Vygon.

. Guias 0,34” (varias marcas).

o Catéter transductor de presion MICRO-TIP MILLAR.
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Figura M.L- Poligrafo de registro y ‘los medidores de flyjo- {izquierda) y ef medidor ultrasénico y

osciloscopio para analisis de la-sefial ultragonica (derecha).

Figura M.2.- Vista panoramica del quiréfano Figura M.3.- Sonomicrometro y osciloscopio.

Experimental.




1.7.- Medida de flujo coronario.-

Medidor de Flujo para investigacion animal Modelo T206 Serie T206X-93-
0480, Transonic Systems Inc., doble canal 16 Ibs., 90-130 volts., 50-60 Hz.

Flowprobe implantable perivascular para estudios agudos en animales Serie
S Tipo 2S; Sensor: frecuencia 3,6 MHz, cero de compensacién 3 con un

porcentaje de precision absoluta de 15 y relativa de 2.

1.8.- Medidores de funcién regional miocardica.-

Microcristales piezoeléctricos Segment Length Xducer P/N SL 5-2 (5 mm
de 2 MHz), Triton Technology Inc.

Medidor ultrasénico de movimiento Ultrasonic Dimension System model
401 de Schuessler and associates, USA.

Osciloscopio Tektronics 2236 de 2 canales y banda ancha de frecuencia
(BW 100 MHz) con entradas DC acopladas.

Cables conectores entre medidor ultrasénico y osciloscopio y con poligrafo.

1.9.- Bombas de infusion continua.-

Se ha utilizado una bomba de infusién continua Braun Perfusor Melsungen A.G.

1.10. Farmacos y fluidos.-

Mantenimiento de una via periférica:

*Suero fisioldgico.

Mantenimiento de presidén venosa central estable:
*Dextrano de peso molecular medio.

Limpieza de catéteres:
*Suero fisiologico heparinizado (1 cc de Heparina al 1% en 500 cc de

suero).

Lavado de pieza y muestras cardiacas:
*Suero fisioldgico.
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e Farmacos para induccion de anestesia:
*Pentobarbital sédico.
*Cloruro morfico.
*Succinilcolina.
*Protoxido de nitrogeno.

*Oxigeno.

° Farmaco a estudio:

*Trimetazidina.

1.11.- Sacrificio del animal.-

Mediante electroestimulacion, utilizando un estimulador programable Device:

Devices Limited (animal anestesiado).

1.12.- Estudios ultraestructurales.-

Han sido realizados mediante microscopia Optica y electrénica de transmision

utilizando técnicas convencionales.

El material utilizado ha sido:

e  Microscopio Optico Olympus BX-50.

e Microscopio electrénico de transmision (Philips mod. CM 100).

e TFijador grado ultrapuro para Microscopia Electronica, Glutaraldehido 25% y
Formaldehido 16%.

e Tampdn cacodilato 0,1 y 0,05M (pH 7,4).

o Solucidn al 1% de OsOy4.

e  Solucion al 1% de K3Fe(CN)s.

e Solucion al 2 % de acetato de uranilo.

e Solucién al 2,7% de citrato de plomo.

e Resinas tipo Epon 812 y Lowicryl K4M.

e Placas fotograficas 6x9 cm. AGFA GEVAERT (Scentia film).
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2.- METODOLOGIA GENERAL.-
2.1.- Preparacién de los animales de experimentacion.-

Los perros proceden de un centro suministrador de animales de laboratorio, ubicado
en la provincia de Barcelona, reconocido y bajo control de la Generalitat de Catalufia.
Dichos animales cumplen las condiciones que sobre proteccion de los animales de

experimentacion estdn establecidas por la Administracion (R. D. 223/1988).

Los animales son proporcionados con su documentacion sanitaria personalizada,

vacunados e identificados mediante tatuaje individual.

A su llegada al estabulario del Centro de Investigacion son valorados por personal
Veterinario especializado, realizindose un control de la documentacién del animal para
verificar el tipo de vacunas que se le han administrado y fecha de las mismas, comprobacion
de desparasitacion y examen clinico del animal antes de su aceptacion por el Centro. Una
vez aceptado el animal se procede a su lavado y a una nueva desparasitacion externa e

interna mediante vermifugos orales.

Todos los perros utilizados se han estabulado un minimo de 7 dias antes de la
realizacion de los experimentos. El dia previo a la experimentacién se rasura el térax y se

traslada a una jaula individual donde se le mantiene en ayunas.

2.2.- Criterios de seleccion y exclusion.-

Tras el control veterinario, los perros fueron randomizados (a doble ciego) a los
diferentes grupos de estudio (protocolo de isquemias breves o Unica, y dentro de ellos a
TMZ o placebo). La lista de randmomizacién fue proporcionada por LR.LS. (Institut de
Recherches Internationales Servier) y tnicamente fue descodificada al final del estudio.

Criterios de exclusion:

e Desarrollo de fibrilacién ventricular durante el primer periodo de reperfusion.

e Hemorragia 12 horas antes de la intervencion.

e Complicaciones arritmicas graves o de otra clase durante el  procedimiento.

e Ausencia de caida de la FA de la zona isquémica durante la obstruccion
coronaria (por circulacion colateral o medicion de zona periisquémica).
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2.3.- Anestesia.-

Tras canalizar con una canula intravascular FEP TEFLON de 1.7 mm de didmetro
la vena cefalica de la extremidad delantera derecha, se induce la anestesia mediante la
administracion en forma de bolo intravenoso de: pentotal soédico (30 mg/Kg de peso);
cloruro mérfico (0.01 gr/5 Kg de peso) y succinilcolina (0.5 mg/Kg de peso).

Una vez inducida la anestesia, con el animal sedado y relajado en apnea, se procede

a intubacién orotraqueal y conexidn inmediata a ventilaciéon mecanica.

La ventilacién se mantiene durante todo el experimento con una mezcla de 60% de
Oxigeno y 40% de Protoxido de Nitrégeno, en forma mecénica controlada, con un volumen-
minuto de 4,5-6 litros; presion de insuflacién de 30-40 mmHg y con una frecuencia de 16-20
respiraciones por minuto. Se realizan controles gasométricos para vigilancia de pardmetros

ventilatorios.

Durante todo el experimento se mantiene la relajacidn muscular y la analgesia
mediante la administraciéon continua con bomba de perfusién de succinilcolina y cloruro
morfico en dilucién con suero fisiolégico ( 7,5 mgr. de succinilcolina més 20 mgr. de

cloruro morfico en 46,5 cc de suero fisiologico) a una velocidad media de 6 ml/hora.

Tras finalizar el experimento y extraer la pieza cardiaca, se retira la bomba de

perfusion asi como la ventilacién mecéanica.

2.4.- Monitorizacion ECG periférico.-

El dia previo a la experimentacion se realiza un control ECG a todos los animales.
Mediante puncion en tejido celular subcutaneo se fija un electrodo-aguja a cada una de sus

extremidades, para registro de derivaciones estandar.

El dia de realizacién del experimento y una vez anestesiado el animal, colocado en
decubito lateral derecho, y utilizando el mismo sistema de electrodo-aguja descrito, se
procede a realizar un registro basal y posteriormente a realizar monitorizacién continua de
ECG.
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2.5.- Toracotomia.-

En condiciones de asepsia se realiza una toracotomia lateral izquierda a nivel del 5°
espacio intercostal mediante incision de la piel y planos musculares hasta alcanzar la
cavidad toricica. En todo momento se mantiene una estricta hemostasia mediante

electrocoagulacion.

Durante todo el experimento el térax permanece abierto (tiempo aproximado 2
horas), procurando que la temperatura sea constante (37° C) mediante el uso de lamparas
encendidas, y manteniendo la superficie epicardica hiimeda mediante lavados periédicos con

suero fisiolégico.

2.6.~ Pericardiotomia.-

Tras retirar el pulmén con separadores de plomo, se accede al pericardio
practicandose una incisién longitudinal y otra transversal. A continuacién los bordes son
fijados a la pared toracica con seda trenzada, lo que nos permite una apertura suficiente para
poder realizar la diseccion de la arteria coronaria, asi como la implantacién de los pares de

cristales ultrasénicos.
2.7.- Diseccion y oclusion coronaria.-

Se diseca cuidadosamente la arteria coronaria descendente anterior, a diferente
nivel en funcién del protocolo isquémico: zona proximal al tronco en el protocolo de 20

isquemias multiples, y zona distal en el protocolo de isquemia tmica y prolongada.

Una vez disecada se coloca alrededor un lazo no traumdtico y un medidor

electromagnético de flujo, en situacién contigua pero m4s proximal.
Las oclusiones son totales y transitorias, realizindose mediante la utilizacién de un

clamp vascular, ayuddndonos para su colocacién del lazo que previamente se habia pasado

alrededor de la arteria.

.97.



2.8.- Implantacion de microcristales piezoeléctricos.-
2.8.1.- Situacion de los microcristales.- Se implantan en todos los casos dos pares de
microcristales, siguiendo el eje longitudinal del corazén situdndose en:

a) Zona isquémica. Territorio irrigado por la arteria descendente anterior.
Los cristales se sitian entre la rama principal de la arteria ocluida y una

rama coronaria secundaria, situada por debajo del lugar de oclusion.

b) Zona no Isquémica.- Territorio irrigado por la arteria circunfleja.

Antes de implantar los microcristales, las zonas predeterminadas se confirman
mediante una breve interrupcion del flujo distal por oclusién de la arteria y visualizacién del
area de cianosis.

2.8.2.- Técnica de implantacion.- Los microcristales son implantados en todos los casos en
el subendocardio. Para ello se realiza en primer lugar, y utilizando una aguja de calibre
adecuado (1,6 mm), una pequefia puncién epicérdica en las zonas en que se ha establecido
para su colocacion. A continuacién y ayudéndonos del soporte plastico -que llevan los
cristales, se introduce éste.

La adecuada colocacion de los microcristales se comprueba, tras encarar
correctamente ambos, mediante la correcta morfologia de las sefiales ultrasonicas. La
separacion entre ambos cristales es de 1,5 cm aproximadamente. Tras el sacrificto del
animal se verifica la localizacion de los microcristales mediante su visualizacién directa.

Figura. M.4.- Detalle de los cristales ultrasonico. Figura M.5.- Representacion modelo isquémico.
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2.9.- Medida de la presion ventricular.

Para la medicién de la presion ventricular izquierda durante el acto quirtrgico se
procede a la colocacion de un catéter en camara ventricular a través de su pared.
2.10.- Calibracién de los diversos registros.-

Antes de iniciar cada experimento, se realizan calibraciones de los diversos

registros de acuerdo con las escalas que siguen a continuacion.

a) Registros electrocardiograficos:
ImV=1cm
b) Transductores de presién:

En primer lugar se calibran los ceros respecto a la presion atmosférica y a

continuacion se ajusta el mddulo de presion utilizado para cavidades izquierdas:

- Con escala de 250, 100 mmHg = 16 mm.

¢) Mobdulo para calculo de derivadas:

Se calibra para escala 50 div/seg/div, en relacién con el transductor de
presién de forma que el valor de dP/dt sea:

MmHg/seg: n° divisiones deflexion dP/dt x 50 x equivalente en mm de 1 mmHg en canal

de presion.

d) Medidor de flujo coronario:

Tanto el medidor de flujo como las sondas de flujo vienen calibrados por el
fabricante para uso en experimentos agudos. En cada experiencia el test de calibracion se
realiza de la siguiente forma: situandonos en modo de calibracién pulsamos el botdn
“calibrate zero” apareciendo en la ventana analdgica “ ¢ 0” y calibrandose de forma
automatica el cero de flujo, posteriormente pulsamos el botdn “scale factor” apareciendo en

. la ventana analdgica “c number” mostrando el equivalente al factor escala en ml/min (c 25).
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Una vez realizados estos pasos se pasa a modo “MEA” registrandose en el panel analégico

las medidas en tiempo real de volumen de flujo en ml/min.

e) Medidor ultrasonico de movimiento:

En primer lugar se debe conseguir una estabilidad de la sefial sénica monitorizada
en el osciloscopio, para ello se ajustan los distintos mandos (balance, trigger e inhibit) del
medidor ultrasénico; a continuacidon se calibra la sefial en el poligrafo, ajustandola a la
escala apropiada. Para transformar la medida registrada sobre el papel en una medida real

del segmento aplicamos la férmula:

Longitud segmento (mm) = (altura registro (mm)/ constante segun valor de la
escala + valor del “inhibit” del medidor ultrasénico.

Valor de escala: R constante 5
100 —--mmmemmeam constante 2,5
200 ~m-rmmmmmam- constante 1,25

Hemos de conseguir una correcta morfologia de los registros y, de no ser asi, se
modificara la posicion de los cristales tantas veces como sea necesario, hasta conseguirlas.

Se realiza registro con papel continuo a velocidad de 0,5 mm/seg, durante todo el
tiempo que dura el experimento. Se utilizaron velocidades mayores de 25 y 50 mm/seg para
los registros basales y en los tiempos en que se realizan los analisis de los diversos
parametros electrofisiolégicos.

2.11.- Analisis bioquimico.-

Con el objeto de verificar la ausencia de necrosis miocédrdica en nuestro modelo
experimental, se realizo la determinacién de troponina T en sangre venosa periférica.

La obtencion de las muestras se ha realizado:

- 1° Antes de inducir la anestesia al animal.

- 2°- Tras la realizacion del protocolo isquémico (previo al sacrificio del animal).
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Por problemas técnicos en el andlisis de los plasmas, sélo se ha realizado la

determinacién de troponina T en el protocolo de isquemias breves y repetidas.

Las muestras obtenidas se centrifugan, y tras separar el suero se almacenan a —20°

hasta que son procesadas pasa su analisis.

Para la determinacién de troponina T se ha utilizado el método inmunoenzimatico,
basado en una técnica de ELISA de sandwich con streptavidina desarrollado en 1998 por
Boehringer Mannheim (n° catalogo 1556428).

Este test se basa en la no-existencia de Troponina T (TnT) cardiaca en el suero en
condiciones fisiologicas. La TnT so6lo aparece en la sangre en concentraciones facilmente
detectables cuando se descompone el complejo contréctil actina-troponina. Se ha observado

una reaccion cruzada, menor del 1,5%, con troponina proveniente del muisculo esquelético.

Este procedimiento utiliza indistintamente muestras de plasma o suero con heparina y
citrato; la hemdlisis, hasta 1 'g de hemoglobina/dl no interfiere en el test. La determinacion
se realiza, utilizando 100 ul de muestra, en tubos de plasticos recubiertos de streptavidina a
25°C y posteriormente se transfieren 300 pl de la reaccion a microplacas; la longitud de
onda empleada en la lectura fue de 405 nm. El limite de deteccion inferior de este método se

ha establecido en 0,04 ng/ml.

Se ha utilizado como tampdn de incubacidn, fosfato 40 mmol/l, pH 7.0, y un
anticuerpo anti-troponina-T monoclonal-biotina (1,5 pg/ml), como conjugado, un anti-
troponina T-POD (10 U/ml), como tampén de sustrato, fosfato/citrato 100 mmol/l, pH 4,4 y
perborato sodico (H202) 3,2 mmol/l, y como cromégeno ABTS (2-2’-azino-di-[3-etil-
benzotiazolina acido sulfénico-(6)]-sal diamoénica; 1,9 mmol/l). Los tubos de plastico
recubiertos de streptavidina tienen una capacidad de fijacion de 14 ng de biotina/tubo. Los

resultados se expresan en ng/ml.

2.12.- Estudio postmortem.-
Al finalizar los experimentos y sin interrumpir la anestesia, los perros son

sacrificados mediante electroestimulacion directa sobre la pared miocérdica, lo que provoca

la muerte por fibrilacion ventricular.
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Tras la secciéon del pediculo vascular se procede a la extraccion del corazén y a su
lavado con suero fisiolégico. Mediante un examen macroscopico de la pieza se comprueba

la correcta situacion de los cristales en el subendocardio.

En todos los experimentos se toman muestras de miocardio subendocérdico de la
zona isquémica y de-la zona no isquémica para.su estudio microscopico. Todas las muestras
son etiquetadas de forma que al realizar el estudio microscépico se desconoce el tipo de

tejido estudiado (zona control o zona isquémica), y si recibi6.o no tratamiento.

Se toman diversas muestras en cada zona, procurando cortar una mitad en sentido

‘longitudinal 'y ‘las otras en sentido transversal, a fin de conseguir secciones tisulares que

varien 90° y poder observar estructuras en ambos sentidos.

Figura M.6.- Microscopio electronico de transmision (Philips mod. CM 100).
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Figura M.8.- Detalle de la posicién 'y tipo- de oclusor coronario utilizado (protocolo- de

isquemias breves y repetidas).-
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Figura M.9.- Preparacién donde se muestra la posicion de los dos pares:de cristales.

Flowmeter en posicion y catéter de presion a través de pared ventricular.

Figura M.10.- Pieza operatoria mostrando la posicion de los dos pares de cristales ultrasénicos.
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3.- METODOLOGIA EXPERIMENTAL.-

3.1.-Preparacion experimental basica.-

Con el perro anestesiado, ventilado mecénicamente y con monitorizacion continua
de 2 derivaciones electrocardiograficas mediante electrodos subcutdneos, se realiza
toracotomia lateral izquierda a nivel del quinto espacio intercostal. A continuacién se abre el

pericardio y se suspende el corazon en cuna pericardica.

Posteriormente se procede a diseccién de la arteria coronaria descendente anterior,
a diferente nivel segun el protocolo isquémico, colocando a su alrededor un medidor
electromagnético de flujo y un lazo que nos permita situar el dispositivo oclusor durante las

oclusiones coronarias.

Con la finalidad de medir las variaciones en la longitud de los segmentos
miocardicos, se implantan en el subendocardio 2 pares de microcristales ultrasonicos: un par
se sita en la pared de la zona que someteremos a isquemia (segmento isquémico) y el otro
en el 4rea perfundida por la arteria no ocluida con irrigacién normal y que nos servira de

testigo (segmento control).

3.2.-Protocolos especificos.-

1.- Protocolo de isquemias breves y repetidas. Consiste en la realizacion de 20
obstrucciones completas de la arteria coronaria descendente anterior (a nivel proximal), de 2
minutos de duracion y separadas por 3 minutos de reperfusion entre ellas. La comprobacion
de cada episodio de oclusién completa/reperfusion completa se realiza mediante el control

continuo del flujo coronario.

2.- Protocolo de isquemia tinica y prolongada. Consiste en realizar una unica
obstruccién completa de la arteria coronaria descendente anterior, en su tercio inferior, de
15 minutos de duracion, y seguida de 60 minutos de reperfusion.

3.3.- Series experimentales.-

El estudio incluye el analisis de 30 petros, distribuidos en 2 grupos. Uno de los
grupos formado por 15 perros fue asignado al protocolo de isquemias breves y repetidas (20
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oclusiones coronarias de 2 minutos de duracién con 3 minutos de reperfusion), mientras que
el otro grupo de 15 perros fue asignado al protocolo de isquemia Unica y prolongada. Cada
una de estas series fue randomizada (a doble ciego) a tratamiento con trimetazidina (TMZ)

o con placebo durante 7 dias. La distribucion final se representa en la siguiente figura:

Figura M.11- Distribucion de la muestra.

3.4.-Tratamiento.-

La TMZ (I-(2,3,4-trimethoxybenzyl)-piperazine) fue proporcionado por IRIS
(Institut de Recherches Internationales servier) en unidades terapéuticas.

El tratamiento fue administrado a los animales siguiendo la lista de randomizacion.
La dosis de TMZ administrada (via oral) al perro fue : 50 mg a las 08.00 horas y 75 mg a las
15.00 horas durante los 7 dias previos al protocolo isquémico.

4.- PARAMETROS ANALIZADOS.-
4.1.- Estudios hemodinamicos.-

En todos los experimentos fueron analizados las sefiales de electrocardiograma
periférico, flujo coronario, presién de ventriculo izquierdo, dP/dt, y curvas de funcion
regional. La estandarizacion y calibracion de las diversas sefiales se realizo antes de iniciar
cada experimento y se repitié cada cinco obstrucciones, para eliminar posibles variaciones

en la instrumentacion.
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En el protocolo de isquemias breves, los registros de los diferentes parametros se
realizaron durante la fase basal y durante la aplicacién del protocolo isquémico, al final de

cada periodo de oclusién y de cada periodo de reperfusion (tltimos 20 segundos).

En el protocolo de isquemia unica y prolongada, los diferentes parametros fueron
obtenidos durante la fase basal, a los 5, 10 y 15 minutos de iniciada la obstruccion; y al 1,
15, 30, 45 y 60 minutos de reperfusion.

Asi pues, los pardmetros estudiados han sido:

a) Pardmetros de funcién global:

e Frecuencia cardiaca.
e Presion ventricular izquierda.

o dP/dt de presion ventricular izquierda.

b) Pardmetros de funcion regional:
o Longitudes telesistolica (LTS) y telediastolica (LTD) de ambos
segmentos.
e TFraccion de acortamiento sistdlico de ambos segmentos

(isquémico y control).
La longitud telediastélica se mide tomando como referencia el punto de inicio de la
sefial positiva de la dP/dt de la presion ventricular izquierda (Theroux et al., 1974). Estas
medidas fueron normalizadas para una longitud telediastolica inicial de 10 mm (figura M.12)

La fraccion de acortamiento sistélico (% FA) se calcula aplicando la formula:

% FA = [(LTD -~ LTS)/LTD] x 100

%FA=(LTD-LTS/LTD)X100 .
PLTD LD

Ls f

Figura M.12.- Diagrama representativo de los trazados utilizados para el célculo de la funcion
miocardica regional. LS: curva de longitud de un segmento miocérdico; dP/dt: derivada presion ventricular

izquierda; LTD: longitud telediastolica; LTS: longitusd telesistélica.-
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4.2.- Estudios microscépicos.-
4.2.1.- Estudio de microscopia 6ptica.-

De todos los experimentos se toman muestras que son fijadas y procesadas para su
inclusi6n en resina tipo Epon 812; posteriormente se realizan secciones semifinas, que tras
ser tefiidas con azul de toluidina son observadas mediante microscopia éptica convencional
(x400 — x1.000) para localizar la zona de tejido que nos interesa analizar en el microscopio

electronico.
El protocolo es el siguiente:

e Fijacién por inmersién de la pieza de tejido durante 60 minutos a 4°C en una solucion
que contiene 1,5 % de glutaraldehido (ANAME ultrapure TEM grade al 25 %) y 1 % de
formaldehido (ANAME ultrapure TEM grade al 16 %) en tampo6n cacodilato 0.05 M, pH
7.4. (cacodilato es 4cido tridimetilarsinico en sal sddica, Na(CHj), AsOy).

o Eliminar el fijador y colocar la muestra 10 minutos en tampo6n cacodilato 0.1 M, pH
7.4, a 4° C (repetir la operacion hasta tres veces).

e Retirar el tampén e incubar la pieza en una solucién de 1 % de tetréxido de osmio
(0s04) vy 1 % de ferrocianuro potéasico (K3Fe(CN)g), durante 60 minutos en total
oscuridad.

e Lavar la muestra tres veces durante 5 minutos en agua bidestilada.

e Retirar la solucién de lavado y afiadir 4cido tanico al 0.15 % en tampén cacodilato al

0.1 M, durante tan sélo 1 minuto.
e Lavar la muestra tres veces en tampén cacodilato 0.1 M, pH 7.4 (5 minutos por cada
lavado); y a continuacion volver a lavar la pieza con agua bidestilada, también 5 minutos

cada vez.

e Sustituir la solucién de lavado por otra al 2 % de Acetato de Uranilo e incubarla 120

minutos en total oscuridad.
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e La deshidratacién de las muestras se realiza gradualmente con etanol a concentraciones
que comienzan en el 50 %, y siguen en 75, 90, 95,y 100 %, durante 5 minutos en cada

una de ellas; siempre a temperatura ambiente.

e Inclusién en Epon 812. Ir incluyendo la pieza en soluciones etandlicas de resina
crecientes de la siguiente manera: (a) Epon:Etanol 1:2, 60 minutos; (b) Epon:Etanol 1:1,
60 minutos; y (c) Epon:Etanol 2:1, 60 minutos. Finalmente la muestra es incluida en
Epon 100 % durante toda la noche a 4° C.

e Colocar las piezas en cépsulas de gelatina transparentes durante un minimo de 2 dias y
en estufa a 60° C.

4.2.2- Estudio de microscopia electrénica.-
4.2.2.1.- Andlisis cualitativo de las micrografias.-

Las muestras mencionadas anteriormente son cortadas nuevamente en secciones
ultrafinas para el estudio de la ultraestructura mediante microscopia electrénica. Se
analizaron secciones del tejido miocardico correspondientes al subendocardio del corazén
del perro, tanto en sentido transversal como longitudinal, con el fin de cuantificar
alteraciones a nivel mitocondrial: ntimero de mitocondrias por sarcémero, tamafio y
disposicion de las mismas, dafio mitocondrial, fusiones y emparejamientos, asi como la
presencia de vacuolas y granulos de lipofucsina. En ambos tipos de secciones se analizaron

igualmente el nucleo, las miofibrillas y el reticulo sarcoplésmico.

4.2.2.2- Andlisis cuantitativo de las micrografias.-

Para este tipo de analisis se sigue el procedimiento estereolégico convencional. De
cada muestra se realizan doce bloques de inclusion, de los que al azar se seleccionan tres,
sobre los cuales se obtienen 5 secciones ultrafinas espaciadas 100 um unas de otras. De cada

una de ellas se obtienen 4 fotografias que sirven como base para el anélisis estereoldgico.
De los negativos de 6 x 9 cm obtenidos, se hacen copias ampliadas a papel ( 18 x

24 ¢cm) para obtener un aumento final de entre x13.500 y x45.000, que nos permitira medir

correctamente las diferentes estructuras.
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Las fotografias se colocan sobre la tableta digitalizadora y pasando el cursor sobre
la superficie a estudiar, se determinan: area, perimetro, eje mayor y eje menor de unas 300
mitocondrias elegidas al azar de cada una de las series (150 mitocondrias de la zona

isquémica y otras 150 mitocondrias de la zona control) (Sharkey et al,, 1991).

4.2.2.3.- Material utilizado:

¢ Ordenador Pentium 32 MB Ram, disco duro de 1 Giga.

e Programa de analisis morfométrico “The Morphometer™,
versiéon 1.41. Marc M Friedman® de la Universidad de
Georgetown (U.S.A.).

o Tableta grafica digitalizada de un 4rea activa de 12 x 12
Summaghraphics® mod. Summasketch® Plus. Equipada con un
ratén-cursor de 4 botones, provisto de un visor calibrado.

5.- ANALISIS ESTADISTICO.-

El anélisis estadistico de los datos se ha realizado utilizando el programa SPSS
version 7.5. Todos los datos fueron sometidos a un andlisis estadistico con el objeto de
conocer la significacién de las diferencias observadas, asi como para valorar las relaciones

existentes entre las distintas situaciones.

Se utilizan los valores promedio de cada situacion y sus desviaciones estandar. Para
establecer la diferencia entre los valores de medias poblacionales obtenidas en los diferentes
grupos ensayados para la variable respuesta estudiada, se recurrid a un contraste de
diferencias de medias, en el que se establece una hipétesis nula. Esta hipétesis consiste en la
ausencia de diferencias entre las medias de las dos poblaciones para la variable respuesta
estudiada. El contraste estadistico mas adecuado es el andlisis de la varianza para medidas
repetidas (ANOVA), tras comprobar que se verificaba la hipétesis de normalidad de las
poblaciones comparadas mediante el test de Kolmogorov-Smirnov. Asi mismo se ha se ha
utilizado la ¢ de Student para comparar los datos cuantitativos (peso y flujo coronario) y la

Chi cuadrado para los datos cualitativos (sexo).
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Hemos utilizado el analisis de la varianza para medidas repetidas cuando se
comparaba, dentro de la misma poblacién (intrasujeto), el valor medio de un parametro a lo
largo del protocolo respecto al valor basal, y el analisis de la varianza para medidas
repetidas tomando como factor intersujeto el tratamiento cuando se comparaba entre si los
dos grupos experimentales (placebo y trimetazidina). Una probabilidad menor del 5% a

favor de la hipotesis de nulidad fue considerada de valor estadistico.

Con respecto al analisis estereolégico, hemos utilizado la ¢ de Student para
comparar los datos cuantitativos (parametros del tamafio mitocondrial) y la Chi cuadrado
para los datos cualitativos (porcentaje de mitocodrias dafiadas, emparejadas, etc). El limite
de confianza tomado ha sido también del 95% y hemos considerado que una probabilidad

menor del 5% a favor de la hipétesis nula tiene valor estadistico.
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RESULTADOS



1.- PROTOCOLQ DE ISQUEMIAS BREVES Y REPETIDAS.-

1.- RESULTADOS DE FUNCION GLOBAL Y REGIONAL DE LAS SERIES.-
1.1.- SERIE PLACEBO.-

Se han utilizado 8 perros, de los cuales 1 fallecié durante la experimentacién por
sangrado abundante y otro fue excluido por no objetivarse caida en la FA de la zona isquémica
durante la obstruccidn coronaria. La serie final estd formada por 6 perros, distribuidos en 5
machos y 1 hembra, con un peso medio de 30.08 + 5.44 Kgs y un flujo coronario basal de
37.55 £ 15.47 ml/min.

1.1.1.- Parametros hemodinamicos.-

Durante las sucesivas fases de isquemia/reperfusién no se registraron cambios
significativos, con respecto a los basales, en ninguno de los pardmetros hemodindmicos
analizados, a excepcion de la frecuencia cardiaca (FC). Vemos que la FC sufre oscilaciones a lo
largo de la experimentacién, a modo de dientes de sierra, con taquicardizacién durante las
isquemias y recuperacion durante las reperfusiones, si bien a medida que progresa el protocolo
la FC desciende, tanto en la isquemia como en la reperfusion (tabla R.1). Asi, observamos una
ligera taquicardizacion durante las primeras isquemias, de hasta un maximo del 8% en la 2°
oclusion (p< 0.05) (dato no mostrado en la tabla), para posteriormente estabilizarse e ir
disminuyendo progresivamente hasta valores ligeramente inferiores a los basales en las tltimas
isquemias (ns). Durante las primeras fases de la reperfusién, la FC recupera sus valores basales,
para ir disminuyendo posteriormente y alcanzar cifras inferiores a las basales, de hasta un

maximo del 13% en la reperfusion n°® 19 (p< 0.001) (dato no mostrado).

En cuanto a la presiéon intraventricular izquierda (PVI), ésta no experimenta
variaciones significativas a lo largo de todo el protocolo isquémico, aunque existe una ligera
disminucion en las isquemias iniciales, para recuperar los valores basales durante las diferentes

reperfusiones.

Similar comportamiento encontramos en la dP/dt que tiende a disminuir discretamente
en las primeras isquemias, para recuperarse completamente durante las fases de reperfusion, y
sin encontrar diferencias significativas con respecto a los valores iniciales en los diferentes

procesos de isquemia/reperfusion.
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FC PYVI dP/de
(Ipm) (mmHg) (mmHg/s)
BASAL 146.66 +21.36 135+ 18.69 3000 + 707

1" Isquemia

1* Reperfusion
5" Isquemia

5" Reperfusion
10" Isquemia
10" Reperfusion
15" Isquemia
15" Reperfusion
20" Isquemia

20" Reperfusion

156.66 £23.16

151.66 +21.13

153.33 £19.66

140.83 +21.54

150.83 + 18.55

135+15.16 *

136 £15.16

131 £13.41*

141.66 +16.02

132.50 £ 16.95%*

131.16 £24.78

138.16 £21.27

129.60 +24.54

134.16 + 18.86

131 £16.01

132.83 £17.93

131.40 + 18.80

1354+ 18.42

132.40 £22.86

135.66 + 19.06

3000 + 741.61

3166.66 £ 917.43

2833.33 £ 861.20

2916.66 + 957.42

3166.66 * 625.83

3166.66 £ 625.83

3100 + 675.46

3150 + 675.46

3100 + 720.24

3125+ 607.24

TABLA R.1.- Pardmetros hemodinamicos de la serie PLACEBO.
FC: frecuencia cardiaca; PVI: presion sistdlica del ventriculo izquierdo; dP/dt: derivada de la presién del
ventriculo izquierdo respecto al tiempo; significacién estadistica respecto a situacion basal = * p < 0.05;

%% <0.01.

1.1.2.- Parametros de funcién regional.-

A) Zona isquémica.-

La LTD experimenta un ascenso significativo durante las oclusiones coronarias, de
hasta un 10% en la isquemia n° 16 (p <0.01), con recuperacion de los valores basales en las
primeras reperfusiones, para situarse durante las Ultimas reperfusiones en valores por encima

de los basales (p<0.01).

Se produce un incremento significativo de la LTS durante la aplicacién de todas las
oclusiones, con un méximo del 26% en la isquemia n° 16 (p= 0.008), con tendencia a la
recuperacion de los valores iniciales durante las reperfusiones, pero manteniendo cifras por

encima de las basales en las tltimas reperfusiones (p<0.01).
Finalmente, como se observa en la tabla R.2, la FA sufre una caida significativa

durante las oclusiones coronarias, con valores por debajo de 0 (acinesia/discinesia), con un

descenso maximo durante la isquemia n® 15 (101% respecto del valor basal). Durante las
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sucesivas fases de reperfusion se objetiva una recuperacioén desigual de la FA; asi en las dos
primeras reperfusiones los valores superan ligeramente a los basales, mientras que en las
siguientes reperfusiones la recuperaciéon es menor, situdndose en cifras por debajo de las

basales, con una afectacion maxima en la reperfusidén n° 20, donde la FA se sitia en un 36%

por debajo del valor basal (p<0.05).

LTD LTS FA
(mm) (mm) (%)
BASAL 15.06 £2.62 13.16 £2.41 12,93 £2.94
1* Isquemia 15.47 £2.05 15.50 £ 1.97* -021£1.79 %
1* Reperfusién 14.46 £2.19 12.54 £ 1.99 13.27 +3.05
5" Isquemia 1638 £2.28** 1638 £231* ** 0.001 £ ]1.55%%*
5" Reperfusion 15.50+2.60 14.16 £ 2.82 8.93+4.17

10® Isquemia

16.28 £2.35 **

16.25 £ 2.50 ***

0.31 +1.75 ***

10" Reperfusién 1548 £2.51 14.06 £2.77 9.53 +3.52
15" Isquemia 16.96 £2.06**  16.96 £2.05** -0.01 £1.55 **

15" Reperfusién 16.32+2.15 14.94 £2.34 8.67 £ 3.04
20" Isquemia 16.58 £2.33 ¥* 16.55+£2.32**%% (.18 £ 1.76 **

20" Reperfusion 1578 £2.52 ** 14,50 £2.63* 8.36 £2.93*

TABLA R.2.- Parametros de funcion regional de la zona isquémica de la serie PLACEBO.
LTD: longitud telediastolica; LTS: longitud telesistélica; FA: fraccién de acortamiento. Significacion

estadistica respecto a situacién basal: * p < 0.05, ** p <0.01, *** p<0.001.

B) Zona control,-

Durante la realizacién del protocolo isquémico, la longitud telediastolica (LTD) se
mantiene en valores ligeramente por encima de las cifras basales en las distintas fases de

isquemia y reperfusién, con un incremento méximo del 4%, sin encontrar diferencias

estadisticamente significativas.

La longitud telesist6lica (LTS) no experimenta variaciones significativas, manteniendo

valores muy similares a los basales, tanto en las fases de isquemia como de reperfusion.

Cuando analizamos la fraccion de acortamiento (FA), se objetiva un incremento
cercano a la significacion de sus valores en las fases de isquemia de hasta un 74% en la
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oclusién n° 11 (p= 0.05) (dato no mostrado), con tendencia a recuperar sus valores iniciales

durante las reperfusiones, pero manteniendo cifras en todo momento por encima de los valores

basales (ns).

LTD LTS FA

(mm) (mm) (%)
BASAL 10.75+ 1.67 10.03 £ 1.49 6.56 £3.00
1* Isquemia 11+1.74 998 £1.36 8.87+£5.17
1* Reperfusiéon 10.93 + 1.65 10.15£1.36 6.94 £3.20
5" Isquemia 11.06 +1.74 9.93+ 1.41 9.93+5.49
5" Reperfusion 10.88 +1.73 10.06 £ 1.53 7.38£3.62
10* Isquemia 11.05 £ 1.65 9.90+1.43 10.21 £ 595
10" Reperfusién 10.88 +1.58 9.95+1.46 8.55£4.02
15" Isquemia 10.64 £ 1.57 9.78 £ 1.63 8.291+4.02
15% Reperfusién 10.52 +£1.50 9.84 +1.61 6.70 £3.69
20" Isquemia 1123 £1.24 10.11 +0.97 9.68 £5.40
20" Reperfusién 11.05 £ 1.06 10.18 £0.84 7.69+£3.14

TABLA R.3.- Parametros de funcién regional de la zona control de la serie Placebo.

1.1.3.- Comparacién entre zona isquémica y zona control.-

Cuando analizamos las diferentes zonas involucradas (zona isquémica y zona control),
observamos que la LTD experimenta un incremento significativo en la zona isquémica en
relacién con la zona control durante las isquemias (p < 0.05), con tendencia a la recuperacion
de los valores basales durante la reperfusién, pero manteniéndose en valores ligeramente por

encima de los de la zona control (ns).

Un comportamiento similar presenta la LTS, con un incremento mayor y
significativo de sus valores durante las obstrucciones en la zona isquémica en relacion a la zona
control (p< 0.05), con tendencia a la normalizacién y equiparacién durante las reperfusiones en
ambas zonas, pero manteniéndose en valores ligeramente superiores a los encontrados en la zona
control (p <0.05).
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Con respecto a la FA, es muy evidente la caida que experimenta en la zona isquémica
durante la oclusién coronaria, hasta alcanzar valores préximos a la discinesia, mientras que en
la zona control ésta se mantiene en valores por encima de los basales de hasta un 70% (p<
0.001). Durante la reperfusion la FA tiende a normalizarse en ambas zonas, si bien los valores

son inferiores en la zona isquémica en comparacion con la zona control (p<0.05).

A) LTD
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C) Fracciéon de Acortamiento
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Figura R.1 (A, B y C).- Representacion de la evolucion de las longitudes telesist6licas (LTS), telediastélicas
(LTD) y fracci6n de acortamiento de las zonas isquémica y control de la serie PLACEBO. Is: isquemia; Re:

reperfusion. * p <0.05; ** p <0.001.
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Figura R.2.- A la izquierda. Registro en papel milimetrado a Imm/seg de ECG, curvas de
longitud de los segmentos miocardicos isquémicos (DA: art. descendente anterior) y control (Cx:
art. circunfleja), presion ventricular izquierda (PVI), flujo coronario (FLC) y dP/dt durante dos
minutos de oclusién coronaria. Se observa cémo durante la oclusién se produce en la zona
isquémica un desplazamiento de la curva por alargamiento de la longitud telediastdlica y
telesistélica. En la zona control existe un minimo acortamiento. No se aprecian cambios en los
trazados de ECG, PVI y dP/dt. El flujo coronario tras la oclusion se mantiene en valor 0,
presentando una hiperperfusion reactiva tras la desostruccion, tendiendo a normalizarse a lo largo
de los 3 minutos de reperfusion.

A la derecha: registro en papel milimetrado a 25 mm/seg. Se muestra la evolucién de los
registros en situacion basal, tras una isquemia de dos minutos y tras una reperfusion de tres
minutos. Observamos, con mas detalle, el desplazamiento de la curva correspondiente al segmento
isquémico (IVA: art, descendente anterior)por alargamiento de las longitudes telesistolica y
telediastolica durante la isquemia, y como esta curva se recupera durante la reperfusion.
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1.2.- SERIE TRIMETAZIDINA.

Hemos analizado un total de 7 perros mestizos, de los cuales fue descartado uno al no
objetivarse caida de la FA de la zona isquémica durante la obstruccion coronaria, ya sea debido
a circulacion colateral o a implantacion de los microscristales en zona periisquémica. La
muestra final estd formada por 6 perros, distribuidos en 5 machos y 1 hembra, con un peso
medio de 24.25 + 3.14 kgs y un flujo coronario basal de 40.10 * 7.63 ml/min.

1.2.1. Parametros hemodinamicos.-

En esta serie, 1a FC se mantiene en las primeras 5 isquemias en valores por encima del
valor basal, alcanzando valores proximos a la significacién en la primera oclusion donde
aumenta un 6% (p=0.07), con recuperacion en las fases de reperfusion para, posteriormente, ir
disminuyendo progresivamente en las ultimas fases del protocolo donde se sitiia en valores por
debajo de los basales, pero sin encontrar diferencias significativas, ni durante las oclusiones ni

durante las reperfusiones.

La PVI experimenta un descenso significativo de su valor en las primeras oclusiones,
de hasta un 9,5 % (p< 0.02) (dato no mostrado en tabla), para posteriormente situarse en cifras
ligeramente por debajo de las basales, pero sin diferencias significativas y con tendencia a la

recuperacion durante las diferentes reperfusiones.
La dP/dt experimenta también un discreto descenso, no significativo, en las primeras 8

isquemias, con recuperacién durante las reperfusiones, pero sin alcanzar diferencias

significativas respecto a los valores basales.
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FC
(lpm)

PVI
(mmHg)

dP/dt
(mmHg/s)

BASAL

1? Isquemia
1* Reperfusién

5" Isquemia
5* Reperfusién

10° Isquemia
10" Reperfusion

15" Isquemia
15" Reperfusion

20" Isquemia

141.66 +17.22

150.16 £ 17.96

140 +20.73

142.83 + 14.77

136.66 £ 15.38

136.66 + 16.93

132.50 £ 21.62

137.50 £ 19.42

131.66 +26.58

129 +£11.40

125+11.72

140.83 + 12.81
135.40 £15.75
137.83 £ 15.75
127 £ 19.02
134.33 £ 18.51
133 +16.67
137.33 £20.41
143 +18.23
143.80 +£20.54
13520 2'7'97

137.80 £27.09

3166.66 £ 957.42

3250 + 829.15

3250 £ 724.56

2958.33 £797.13

3125 £754.15

3250 + 836.66

3166.66 * 875.59

3250 + 883.88

3300 + 1050.78

3500 % 810.09

3400 +762.39

20" Reperfusion

TABLA R.4.- Parametros hemodinamicos de la serie TRIMETAZIDINA.

FC: frecuencia cardiaca; PVI: presion sistélica del ventriculo izquierdo; dP/dt: derivada de la presién del

ventriculo izquierdo respecto al tiempo.

1.2.2. Parametros de funcién regional.-

A) Zona isquémica.-

La LTD experimenta un aumento de sus valores durante las oclusiones, siendo
significativo en la gran mayoria de ellas, con un maximo del 11% (p<0.05) (no mostrado en tabla),
con tendencia a recuperar los valores basales durante las diferentes reperfusiones, pero
situdndose en cifras ligeramente por encima de las iniciales, méas acusado en las ultimas

reperfusiones, donde la diferencia alcanza el 13% (p< 0.05).

La LTS muestra un comportamiento muy parecido, con un aumento significativo en
todas las fases de isquemia, con un méaximo de un 23% (p= 0.002), con recuperacién durante
las reperfusiones, pero manteniendo siempre valores ligeramente por encima de los basales,

entre un 6-8%, y sin encontrar diferencias significativas.
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Como se observa en la tabla R.5, la FA se sitlla en valores de acinesia/discinesia

durante las oclusiones (mds acusado en las primera 6 isquemias), con un descenso méaximo de
un 105% en la 3? isquemia (p< 0.02) (dato no mostrado). En las fases de reperfusion se objetiva
una recuperacion completa de la FA, sobrepasando ligeramente los valores basales, de hasta un
29% (ns). Al final del protocolo, la FA est4 ligeramente por debajo del valor basal, pero sin
alcanzar diferencias estadisticamente significativas (8.92 + 4.74 vs 9.57 +3.94),

LTD LTS FA
(mm) (mm) (%)
BASAL 13.12+2.97 11.84 +2.62 9.57+3.94
1" Isquemia 13.55+£2.76 **  13.50 £ 2.85 *** 0.49+1.59*
17 Reperfusion 13.06 +3.10 11.48 +2.52 11.71 £ 4.86
5* Isquemia 1436 £3.55**% 1436 £3.57 ** 0.06 £ 1.33 **
5" Reperfusion 13.70 £3.72 1220 £ 3.03 10.46 £ 3.81
10° Isquemia 13.60 + 3.42 13.55 4 3.33 ** 030£2.10%
10" Reperfusion 13.86 £ 3.67 12.34 +2.89 10.29 £ 4.95
15* Isquemia 14.52 £3.46 **  14.44 + 3,37 *** 046£2.17*
15% Reperfusién 13.98 £3.59 12.64 +3.10 9.24 £ 4.02
20" Isquemia 14.56 £ 3.55%*  14.50 + 3.40%** 023+1.84%
20" Reperfusion  14.20 + 3.69* 12.87 £3.33 8.92+4.74
TABLA R.5.- Pardametros de funcion regional de la zona isquémica de la serie TRIMETAZIDINA.

LTD: longitud telediastdlica; LTS: longitud telesistolica; FA: fraccién de acortamiento. Significacién

estadistica respecto a situacion basal: * p <0.05, ** p<0.01, *** p< 0.005.

B) Zona control.-

Ni la LTD ni la LTS sufren cambios significativos durante la realizacién del protocolo
isquémico, con minimo aumento de sus valores durante las oclusiones y normalizacién en las

reperfusiones hasta valores ligeramente por debajo de los basales (ns).
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En cuanto a la FA se objetiva un aumento ligero de sus valores de hasta un 25%, no

significativo, en las oclusiones, con recuperacion de valores proximos a los basales durante las

reperfusiones.

LTD LTS FA

(mm) (mm) (%)
BASAL 10.78 + 1.24 9.86 + 1.61 8.91+£525
1* Isquemia 10.93 £ 1.12 9.80 £ 1.60 10.68 +7.78
1* Reperfusién 10.71 £ 1.35 9.76 £ 1.74 934 £6.03
5 Isquemia 1075+ 1.48 9.68 +1.83 10.33 £7.28
5 Reperfusion 10.68 + 1.43 9.76 £ 1.80 9.03 £6.37
10 Isquemia 10.78 £ 1.62 9.66+2.03 10.79 + 8.89
10* Reperfusion 10.75 £ 1.53 9.85£190 8.87 +£6.02
15" Isquemia 10.91 £ 1.49 9.80+1.76 10.52 £ 6.73
15* Reperfusion 10.81 £ 1.50 9.81+1.89 9.70 £ 6.90
20" Isquemia 10.72 + 1.60 9.44+1.77 12.13 + 6.88
20" Reperfusién 10.68 £ 1.65 9.60 £1.97 10.55 +5.97

TABLA R.6.- Parametros de funcién regional de la zona control de la serie TRIMETAZIDINA.

LTD: longitud telediast6lica; LTS: longitud telesistélica; FA: fraccién de acortamiento.

1.2.3. Comparacion zona control vs zona isquémica.-

Con respecto a la LTD, ésta experimenta un incremento mayor y significativo de sus
valores en la zona isquémica durante las oclusiones (p<0.005), con tendencia a la
normalizacién durante las reperfusiones, pero manteniéndose siempre en cifras superiores a los

de la zona control, en especial en las ultimas fases (p<0.05).

Un comportamiento similar se observa con la LTS, la cual experimenta un mayor
incremento de sus valores, estadisticamente significativo, en la zona isquémica en relacion a la
zona control durante la realizacién de las diferentes obstrucciones, con recuperaciéon de los
valores basales durante las reperfusiones de ambas zonas, si bien en las ultimas. 10
reperfusiones los valores de la zona isquémica permanecen mas elevados que en la zona

control, aunque no de forma significativa (p=0.09).
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Con respecto a la FA es llamativo el descenso significativo que se produce en la zona
isquémica durante las obstrucciones con respecto a la zona control, alcanzando valores
cercanos a la acinesia/discinesia; mientras que en la zona control ésta se mantiene en valores
ligeramente por encima de los basales. Durante la reperfusion la FA tiende a recuperarse en la
zona isquémica, superando los valores basales, mientras que en la zona control ésta se

encuentra en valores algo inferiores, sin diferencias significativas entre ambas zonas.
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C) Fraccion de acortamiento
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Figura R.3 (A, B y C).- Evolucién de las longitudes telesistolicas (LTS), telediastélicas (LTD) y fraccién de
acortamiento de las zonas isquémica y control de la serie TMZ.

[s: isquemia; Re: reperfusién. * p<0.05 ; ** p<0.005; # p <0.001.
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1.3.- COMPARACION SERIE PLACEBO vs SERIE TRIMETAZIDINA..-

Ambas series presentan caracteristicas similares en cuanto a la distribucidn por sexo y
el fluyjo coronario basal, sin encontrar diferencias estadisticamente significativas. Con respecto
al peso, éste es ligeramente inferior en el grupo TMZ, con una p < 0.05 (24.25 + 3.14 Kgs vs
30.08 +5.55 Kgs).

1.3.1. Parametros hemodinamicos.-.

Debemos sefialar que los animales parten , en situacion basal, de unos valores de FC,
PVI y dP/dt muy similares entre ambos grupos, PLACEBO y TMZ, con diferencias menores

del 5%, no significativas estadisticamente .

Cuando analizamos la evolucidon de la FC, vemos que, si bien ésta presenta unas
variaciones similares en ambas series, en dientes de sierra, durante la aplicacién del protocolo
experimental (tanto en las fases de isquemia como de reperfusion), sin diferencias significativas,
en el gupo TMZ existe una menor taquicardizacién durante las primeras 11 isquemias,
igualandose y superando los valores del grupo Placebo en las ultimas isquemias. En cuanto a las
reperfusiones, la FC no experimenta diferencias significativas en ambos grupos, con una

taquicardizacion ligeramente superior en el grupo TMZ en las tltimas reperfusiones.

La PVI no presenta grandes oscilaciones de sus valores, con un comportamiento muy
similar en ambas series en las diferentes fases de isquemia/reperfusion, con valores
discretamente menores en el grupo TMZ, a excepcién de la isquemia n® 6 con una diferencia

méxima del 9%, cercana a la significacion (p=0.05).

La dP/dt no presenta variaciones llamativas en ambas series, con valores muy cercanos
a los basales, y con un comportamiento similar en ambos grupos, sin diferencias significativas.

- 124 -



A) Frecuencia cardiaca
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C) dP/dt
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Figura R.4 (A, B y C).- Evolucidn de la frecuencia cardiaca, PVI y dP/dt de ambas series.

Isq: isquemia; Re: reperfusion.
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1.3.2.- Parametros de funcién regional

A) Zona isquémica.

Cuando analizamos las curvas evolutivas de las longitudes telediastolicas, ambas
series presentan un patrén muy similar, sin diferencias significativas entre sus valores (figura
R.5 A).

Con respecto a la LTS encontramos valores ligeramente superiores en el grupo
Placebo durante todas las isquemias, de hasta un méximo del 6% (ns). Durante las
reperfusiones, se recuperan los valores basales en ambas series, si bien los valores son

discretamente superiores en el grupo Placebo (ns).

Con respecto a la FA y durante la realizacion de las oclusiones, ambas series
experimentan una caida importante de ésta, con valores de acinesia/discinesia, similares en

ambas series.

Cuando comparamos la FA en las diferentes reperfusiones, observamos un mayor
grado de recuperacion en el grupo TMZ que alcanza valores por encima de los basales de hasta
un 29% en la reperfusion n° 13, pero sin encontrar diferencias estadisticamente significativas
respecto al grupo Placebo. Al final del protocolo isquémico, la FA presenta unos valores muy
cercanos a los basales en el grupo TMZ, mientras que en la serie Placebo se objetiva una
menor recuperaciéon de la FA (aturdimiento), si bien estas diferencias no son significativas

(93% vs 64% respectivamente, respecto al valor basal) .
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Figura R.5.- Evolucion de la longitud telesistolica (LTS), telediastolica (LTD) y fraccién de

acortamiento de la zona isquémica de ambas series.

B) Zona control.-

Cuando analizamos la LTD de la zona control en ambos grupos, observamos que
ésta no sufre variaciones significativas a lo largo de las diferentes isquemias/reperfusiones,
manteniendo valores muy similares a los basales en ambos grupos (figura R.6.A).

Similar comportamiento encontramos al analizar la LTS que muestra discretos

aumentos durante las reperfusiones, muy similares en ambos grupos, pero con cifras

minimamente superiores en el grupo Placebo, sin ser estadisticamente significativos.
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La FA sufre un incremento de sus valores durante las sucesivas obstrucciones, mas
llamativo en el grupo Placebo (de hasta un 72%), pero sin encontrar diferencias
significativas respecto al grupo TMZ, cuyo aumento méaximo es del 25%. Durante las
reperfusiones, la FA tiende a recuperar los valores basales, pero manteniendo cifras

superiores en el grupo Placebo respecto al grupo TMZ, sin llegar a ser significativo.

105

—3— Placebo

9 100 . .
% ~4&— Trimetazidina

95

90
basal 1is 1re Sis Srep l0is 10re 15is 15re 20is  20re

B) LTS

110

105

—&— Placebo

%/ 100 . ‘1
Yo ~—&— Trimetazidina

95

90
pasal 1is 1re Sis Sre 10is 10re 15is 15re 20is 20re

C) Fraccion de acortamiento
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Figura R.6 ( A, B y C). Evolucién de las longitudes telesistélicas (LTS), telediastolicas (LTD) y

fraccion de acortamiento de la zona control de ambas series.
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2.- RESULTADOS DEL ESTUDIO ULTRAESTRUCTURAL.-

Los diferentes estudios realizados mediante microscopia O6ptica del tejido
miocérdico en ambas series (Placebo y TMZ) no mostraron diferencia morfologicas entre la

zona control y la zona sometida a isquemias breves y repetidas.

Cuando el mismo tejido es estudiado mediante microscopia electrénica de
transmisién, se observan cambios ultraestructurales significativos. Asi, en el tejido
miocardico sometido a isquemias breves y repetidas se evidencian cambios a nivel del
nucleo, en cuanto a la disposicién intranuclear de la cromatina vy, sobre todo, a nivel
mitocondrial, donde centramos nuestro estudio, mas especificamente en las mitocondrias
interfibrilares, dado que éstas mantienen una morfologia mds uniforme a lo largo del

miocito.

La proyeccién de las secciones ultrafinas en microscopia electronica da como
resultado una imagen bidimensional, donde se encuentra contenida toda la informacion de
una estructura que es tridimensional. Como consecuencia de ello y para caracterizar mejor
los cambios observados, presentamos los resultados en forma de dos tipos de estudio: un
estudio cualitativo, donde se contabilizan en el plano bidimensional los cambios observados
en las mitocondrias (dafio, fusiones, emparejamientos, granulos de lipofucsina, etc), y un
estudio morfologico, donde recogemos datos cuantitativos referentes al tamafio

mitocondrial.
2.1.- Serie Placebo.-

Cuando analizamos el tejido miocardico no sometido a ninguna oclusién (zona
control), observamos que siempre existe un pequefio porcentaje de mitocondrias dafiadas, las
cuales representan el recambio metabdlico normal existente en el tejido, y que oscila
alrededor del 9%. Ademads existe un 3% de mitocondrias que han fusionado sus membranas
y un 7% de mitocondrias emparejadas (2 o mas por sarcomero). Casi un 3% de las
mitocondrias presentan vacuolas en su interior y un pequefio porcentaje de mitocondrias
(menor del 1%) se corresponden con granulos de lipofucsina (restos de lipidos y de

membrana mitocondriales).

Cuando analizamos el tejido miocérdico inmediatamente tras la realizacion del
protocolo de isquemias breves y repetidas, observamos una serie de diferencias con respecto
al drea no isquémica, si bien no son estadisticamente significativas. Asi, existe una tendencia
a un aumento en el porcentaje de mitocondrias dafiadas, que alcanza el 14% (8,9% en la

zona control), mientras que no se modifican el porcentaje de mitocondrias fusionadas
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(2,7%) y emparejadas (6,3%). Con respecto a las vacuolas se produce también un discreto
aumento, aunque no de forma significativa (3,7%). Existe una discreta disminucion en el
numero de contactos entre las mitocondrias y un ligero aumento del numero de granulos de

lipofucsina, aunque no de forma significativa.

Zona control

B Zona isquémica

Figura R.7.- Comparacién de las alteraciones mitocondriales entre las zonas control e
isquémica de la serie placebo.-

En la comparacién del tamafio mitocondrial encontramos diferencias significativas
entre ambas zonas. Asi vemos que las mitocondrias de la zona isquémica presentan un tamafio
mayor, con unos valores superiores en el perimetro, area y eje mayor, mientras que el €je

menor no muestra diferencias significativas.

Perimetro 3.14+1.08 327+1.16 0.002

Eje mayor 2.52+0.98 2.67 +1.05 0.001

Eje menor 137052 1.37+£0.54 0.9
Area 0.69 £ 0.43 0.72 + 0.46 0.055

Tabla R.7.-Datos cuantitativos del tamafio mitocondrial de la zona control e isquémica de la serie

Placebo. Valores promedio + desviacion. Unidades en micras (Perimetro y ejes) y micras® (area).
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Figura R.8.- Imagenes obtenidas mediante microscopia electrénica de transmision del
subendocardio. En la Figura A se observa un conjunto de miofibrillas cercano al nicleo de la célula
cardiaca (zona control, seccién longitudinal). En la Figura B se han fotografiado mitocondrias y
miofibrillas (zona control, seccion transversal). En la imagen C se aprecia un disco intercalar. La
Figura D se corresponde con una seccién transversal de un acumulo de mitocondrias en la
proximidad del niicleo durante isquemias breves y repetidas (obsérvese el dafio mitocondrial y su
aumento de area). Las fotografias estin tomadas entre 7000 y 25000 aumentos (X).
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2.2, Serie Trimetazidina.-

Cuando analizamos la zona control, no sometida a isquemia, del grupo tratado con
trimetazidina observamos un 12% de mitocondrias dafiadas, un 3.5% de mitocondrias
fusionadas, un 5% de mitocondrias con vacuolas y 0,8% de granulos de lipofucsina. El

porcentaje de mitocondrias emparejadas es del 7.5%.

Cuando estudiamos la zona sometida al protocolo isquémico, se produce un
discreto aumento de las mitocondrias dafiadas (14,6%) y las mitocondrias fusionadas (4,2%)
con respecto a la zona control, si bien estas diferencias no resultan estadisticamente
significativas. Las vacuolas (5,4%) y las mitocondrias emparejadas (6,3%) no objetivaron
variaciones entre las zonas. Llama la atencién una disminucién significativa de los granulos

de lipofucsina en relacion con la zona control (p <0.01).

® Zona control

BZonaisquémica

Danadas Fusionadas Emparejadas Vacuolas Lipofucsina

Figura R.9.- Comparacion de las alteraciones mitocondriales entre zona control e isquémica de la

serie TMZ.

En el estudio comparativo del tamafio mitocondrial entre ambas zonas, se han
observado diferencias significativas. Asi vemos que las mitocondrias de la zona isquémica
presenta unos valores superiores en cuanto a perimetro y area, mientras que los ejes mayor y

menor no muestran diferencias significativas.

.
Perimetro  3.30+1.26 341+132 0.023
Eje mayor 2.70+1.15 276 £ 1.10 0.14
Eje menor 1.30+0.49 1.34 £ 0.53 0.086
Area 0.71 % .055 0.75 + 0.52 0.034

Tabla R.8.- Comparacién del tamafio mitocondrial entre la zona control e isquémica de la serie

TMZ. Valores promedio % desviacién. Unidades en micras (Perimetro y ejes) y micras’ (4rea).
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2.3.- Comparacidn serie control vs serie trimetazidina.-

a) Zona isquémica.-

Cuando comparamos la zona isquémica tras la realizacién del protocolo entre
ambas series, no encontramos diferencias estadisticamente significativas, con un porcentaje
de mitocondrias dafiadas y mitocondrias emparejadas similar en ambas series. El porcentaje
de mitocondrias fusionadas es ligeramente superior en el grupo TMZ, sin llegar a ser
significativo. Con respecto a la formacion de vacuolas, ésta es discretamente superior en el
grupo TMZ (5.4% vs 3.7%). Cuando analizamos los granulos de lipofucsina, éstos son mas

numerosos en la serie placebo (0,57% vs 0,19%), sin llegar a ser significativos.

Placebo
BaTMZ

Dafiadas F Vacuslas Lipofucsina

Figura R.10.- Comparacion de las alteraciones mitocondriales de la zona isquémica entre la serie
placebo y la serie TMZ.

Cuando comparamos los datos referentes al tamafio mitocondrial de la zona
isquémica de ambas series encontramos grandes diferencias. Las mitocondrias de la serie
TMZ presentan un eje mayor y perimetro superiores que las de la serie Placebo (p < 0.05),
mientras que el eje menor no muestra diferencias y el drea mitocondrial permanece

invariable.

Perimetro 327+ 1.16 3.41+1.32 0.003

Eje mayor  2.67+1.05 2.76 £1.10 0.05

Eje menor  1.37+0.55 1.34 £ 0.513 0.1
Area 0.72 £ 0.46 0.75 + 0.52 ns

Tabla R.9..- Comparacién del tamafio mitocondrial de la zona isquémica entre la serie Placebo y la

serie TMZ. Valores promedio + desviacién. Unidades en micras (Perimetro y ejes) y micras (4rea).
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Figura R.11.- Imagenes obtenidas del miocardio mediante microscopia electrénica de transmision
sometido a isquemias breve y repetidas (X 7000 a X 12000). Las Figuras Ay B corresponden a la
zona isquémica en el placebo, con dafio mitocondrial, abundancia de granulos de glucogeno (@), y
un proceso (Figura B, flecha) de fusion mitocondrial (contacto entre mitocondrias de sarcomeros
contiguos, por rotura de la banda Z). Las Figuras C y D corresponde a la zona isquémica del tejido
tratado con TMZ, observandose también presencia de dafio en las mitocondrias y procesos de
fusion (Figura D, flecha), y fenémenos de vacuolizacién intramitocondrial (Figuras Cy D,
asterisco).
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B) Zona control.-

La comparacioén de la zona control de ambas series demuestra que existe un mayor
porcentaje de granulos de lipofucsina en el grupo TMZ (p<0.05), asi como mayor cantidad
de vacuolas, cercana a la significacion. Asi mismo existe en el grupo tratado con TMZ un
discreto aumento en el porcentaje de mitocondrias dafiadas (11.8% vs 8,95%) y
mitocondrias fusionadas (3.4% vs 2,6%), pero sin diferencias estadisticamente

significativas. El porcentaje de mitocondrias emparejadas es similar en ambas series.

Placebo

@TmZ

Dafiadas Fusionadas Emparejadas Vacuolas Lipofucsina

Figura R.12- Comparacién de las alteraciones mitocondriales de la zona control entre la serie
placebo y la serie TMZ. * p <0.05.

En el analisis estereoldgico, las mitocondrias de ambas series presentan un area
similar, si bien el eje mayor y el perimetro son superiores en el grupo TMZ mientras que el
eje menor es mayor en el grupo Placebo, con diferencias estadisticamente significativas,
adoptando las mitocondrias de la serie TMZ una morfologia mas alargada y estrecha (“en

bastoncillo”).

Perimetro  3.14+1.08 3.30+1.26 0.001

Eje mayor  2.52+0.98 2.70 + 1.15 0.001

Eje menor  1.37%0.52 1.30 £ 0.49 0.001
Area 0.69 + 0.43 0.71 £ 0.55 ns

Tabla R.10.- Comparacién del tamafio mitocondrial de la zona control entre la serie placebo y la

serie TMZ. Valores promedio + desviacién. Unidades en micras (Perimetro y ejes) y micras’ (4rea).
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Figura R.13.- Microfotografias electronicas de tejido miocardico sometido a isquemias breves y
repetidas. La Figura A representa el area control en el placebo, donde ademas de mitocondrias se
observa un nicleo (n) de la célula cardiaca con su nucledlo (nu), poros nucleares (flecha pequefia),
y numerosas masas de cromatina condensada (cc, heterocromatina). En la Figura B correspondiente
al area control de los miocitos tratados con TMZ, se observa algunas mitocondrias dafiadas (flecha
grande), y la mayor parte de la cromatina localizada en la periferia del micleo. Las imagenes estan
tomadas entre X 7000 y X 12000.
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3.- RESULTADOS ANALISIS BIOQUIMICO.-

En trabajos previos realizados en nuestro laboratorio no hemos observado, tanto en
las muestras del tejido sometido a isquemias breves y repetidas como en las muestras del

tejido de la zona control, necrosis celular.

Basandonos en los datos de ultraestructura y con la finalidad de confirmar estos
resultados histolégicos y estudiar el efecto de la TMZ en un modelo de isquemias breves y
repetidas, hemos medido los niveles de troponina T en plasma, tanto en situacion basal

como una vez finalizado el protocolo isquémico, previo al sacrificio del animal.

En la serie Placebo se produce un discreto aumento de los valores de troponina
respecto a los basales tras realizar el protocolo isquémico, sin significacién estadistica. Un
comportamiento similar encontramos en la serie TMZ, con ligero aumento, no significativo,
de los valores de troponina al final del protocolo isquémico respecto a los basales.

Como se demuestra en la tabla R.11, cuando comparamos ambas series entre si,
observamos que los niveles de troponina T son muy similares, tanto en situacién basal
previo a la anestesia del animal como al finalizar el protocolo isquémico, sin encontrar

diferencias significativas entre ambos grupos.

Basal 0.22+0.25 0.23+£0.23 ns
Final del PI 0.61+0.85 0.50+ 0.66 ns

Tabla R.11.- Comparacion de los niveles de troponina T en el plasma entre ambas series, a nivel
basal y tras la realizacion del protocolo isquémico. Resultados expresados en ng/ml.

PI: Protocolo isquémico.
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IL-PROTOCOLO DE ISQUEMIA UNICA ¥ PROLONGADA.-

1.- RESULTADOS DE FUNCION GLOBAL Y REGIONAL DE LAS SERIES.-
1.1.- SERIE PLACEBO.-

Se han estudiado 8 perros, de los cuales 1 falleci6 al inicio de la reperfusién por
fibrilacién ventricular. La serie final estd formada por 7 perros, distribuidos en 4 machos y 3
hembras, con un peso medio de 25.07 £+ 6.85 Kgs y un flujo coronario basal de 24.76 + 14.43

ml/min.

1.1.1.- Parametros hemodindmicos.-

Durante la realizacion de la obstrucciéon coronaria, se objetiva una ligera
taquicardizacion en los primeros minutos, de hasta un 7%, respecto a los valores basales, y
sin presentar grandes oscilaciones durante la reperfusién, manteniendo siempre sus valores
por encima de los basales, que no resultan estadisticamente significativos.

Ni la dP/dt ni la PVI experimentan variaciones significativas a lo largo de la

obstruccién coronaria ni durante los 60 minutos de reperfusion posteriores.

FC PVI dP/dt
(Ipm) (mmHg) (mmHg/s)

BASAL 128.14 + 30.04 139.29 + 14.41 3285.71 + 834.52
5 min. Isquemia 136 +30.99 142.14 £+ 15.64 3642.86 + 733.96

10 min. Isquemia 135.57 +26.94 143 £ 17.41 3500 + 803.64
15 min. Isquemia 136 £35.92 141.29 +15.37 3714.29 + 834.52
1 min Reperfusion 138.57 +33.63 137.86 £ 14.36 353571+ 619.62

15 min. Reperfusién 131 +36.24 138.71 £ 10.16 3500 + 924.21
30 min Reperfusién 135.29 +24.98 137.14 £ 10.06 3464.29 + 834.52
45 min. Reperfusion 137.86 £ 32 142 £ 13.14 3571.43 + 850.42
60 min. Reperfusién 134.29 + 28.64 135.14 + 16.99 3678.57 + 702.89

Tabla R.12..- Pardmetros hemodinamicos de la serie PLACEBO.
FC: frecuencia cardiaca; PVI: presion sistdlica del ventriculo izquierdo; dP/dt: derivada de

la presion del ventriculo izquierdo respecto al tiempo.
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1.1.2.- Parametros de funcién regional.-

A) Zona isquémica.-

Se produce un incremento significativo de los valores de la LTS durante la
obstruccion, de hasta un 16% a los 15 minutos (p < 0.01), para disminuir ligeramente
durante la reperfusion, pero manteniendo siempre cifras por encima de las basales, en torno
al 8-10 % (p < 0.05). '

La LTD presenta un comportamiento similar, con un aumento de sus valores de
hasta un 8% durante la obstruccion (p < 0.05), y manteniéndose durante la reperfusién en
cifras ligeramente por encima de las basales. Asi, a los 60 minutos de reperfusion, podemos

observar que ésta se encuentra en un 3 % por encima del valor basal.

Con respecto a la FA, observamos una caida significativa durante la oclusion,
alcanzando valores de acinesia/discinesia (-121 % a los 15 minutos), con una importante
recuperacion de sus valores basales en el primer minuto de reperfusién (74 % del valor
basal, no significativo), para, posteriormente, presentar un deterioro progresivo hasta
alcanzar en torno al 50 % del valor basal a los 60 minutos de reperfusion (p < 0.05).

LTS LTD FA
(mm) (mm) (%)
BASAL 11.67+1.56 12.58+1.78 6.80+2.91
5 min. Isquemia 13.53£221*% 13.46 +£2.24 -0.56 + 1.65 ***
10 min. Isquemia 13.45+£2.05%* 13482 * 0.204+2.41 **

15 min. Isquemia 13.55+2.08*% 13.54+£2.07*  -0.17+£3.09 ***

1 min Reperfusién 12.44 £2.55 13.07+2.39 5.03+£3.32
15 min. Reperfusién 13+£2.12% 13.47+2.16 * 343+343%
30 min Reperfusion 12.88 +2.14 ** 13.32£2% 3.38+3.85*
45 min. Reperfusion 12.8+£2.39% 13.20+2.31 3.07£345*
60 min. Reperfusi6n 12.53+£229*  1296+2.13 342+£4.11%

Tabla R.13.- Parametros de funcidn regional de la zona isquémica de la serie PLACEBO.

LTD: longitud telediastolica; LTS: longitud telesistélica; FA: fraccion de acortamiento.

Significaci6n estadistica respecto a situacién basal: * p <0.05, ** p < 0.01, *** p<0.001.
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B) Zona control.-

Durante la realizacién del experimento, la LTS presenta un ligero aumento inicial
del 2 % a los 5 minutos de la obstruccién (p < 0.05), para posteriormente no mostrar
variaciones significativas, tanto en el resto de la obstruccién como en los 60 minutos

posteriores de la reperfusion.

La LTD presenta un comportamiento similar: aumento ligero, alrededor del 2 %,
durante la obstruccién (p < 0.05), para recuperar los valores basales durante la reperfusion

(ns).

La FA experimenta un discreto aumento durante la obstruccién, de hasta un 4 %
(ns), que se incrementa hasta el 31 % en el primer minuto de la reperfusion (p < 0.01), para
mantenerse luego en valores ligeramente por encima de los valores basales, pero sin

diferencias estadisticamente significativas.

LTS LTD FA

(mm) (mm) (%)
BASAL 9.71+£2.54 10.35+2.99 5.71+2.94
5 min. Isquemia 992+2.64* 10.57 £3.16 * 5.504£3.19
10 min. Isquemia 9.90 +£2.77 10.57+3.23 5.90 +2.59
15 min. Isquemia 991+£271 10.55+3.16 * 5.63 £2.47

1 min Reperfusion 9.65 +2.67 10.48+3.14 7.49 £ 3.52 **

5 min. Reperfusién 9.85+2.67 10.55 £ 3.07 ** 6.26 +3.01
30 min Reperfusion 9.75+2.56 10.52 + 3.03 6.90 +2.86
#S min. Reperfusion 9.80+£2.75 10.58 +3.23 6.98 £2.65
50 min. Reperfusién 9.68+2.58 10.41 + 3.01 6.58 +3.15

Tabla R.14- Parametros de funcion regional de la zona control de la serie PLACEBO.

LTD: Jongitud telediastolica; LTS: longitud telesistélica; FA: fraccion de acortamiento.

Significacion estadistica respecto a situacién basal: * p <0.05; ** p <0.01
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1.1.3.- Comparacién zona isquémica vs zona control.-

La LTS experimenta un incremento significativo de sus valores en la zona
isquémica en relacion con la zona control, tanto durante la obstruccién (p < 0.001) como

durante la reperfusion (p < 0.05).

La LTD muestra un incremento ligeramente superior en la zona isquémica en
relacién a la zona control durante la obstruccion (p< 0.05), para igualarse en los primeros
minutos de reperfusion e incrementarse porteriormente, manteniendo valores ligeramente

por encima de los de la zona control.

Con respecto a la FA, existen diferencias claramente significativas entre ambas
zonas. En la zona isquémica se produce un descenso de la FA durante la isquemia
prolongada, alcanzando valores de acinesia/discinesia, mientras que la zona control
experimenta un ligero incremento respecto a los basales (p < 0.001). Durante los primeros
minutos de reperfusiéon vemos que la zona isquémica tiende a recuperar los valores basales
(aproximadamente el 80%), sin mostrar diferencias significativas respecto a la zona control,
para posteriormente ir de nuevo empeorando y situarse en valores muy inferiores a los de la
zona control (p < 0.05), la cual presenta cifras ligeramente por encima de los valores
basales (figura R.14).
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Figura R.14 (A, B y C).- Comparacién de la evolucién de las longitudes telesistélicas (LTS),
telediastolicas (LTD) y fraccién de acortamiento (FA) de las zonas control e isquémica de la serie
Placebo. Isq: isquemia; Rep: reperfusién. * p <0.05; **p <0.001.
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1.2.- SERIE TRIMETAZIDINA.-

Se han analizado un total de 7 perros mestizos, de los cuales se desestimé un perro
en el cual no se objetivé caida de la fraccion de acortamiento de la zona isquémica durante
la obstruccion coronaria. La serie final estd formada por 6 perros, distribuidos en 4 machos
y 2 hembras, con un peso medio de 24.00 + 6.22 Kgs y un flujo coronario basal de 33.33 +
11.51 ml/min.

1.2.1. Parametros hemodinimicos.-

Al analizar la FC, no se registraron cambios significativos respecto a los valores
basales durante la realizacion del protocolo de isquemia y reperfusion (tabla R.15).

La PVI experimenta un comportamiento distinto, con un incremento significativo
en los Gltimos minutos de la isquemia (8 %; p< 0.05), manteniendo ese incremento durante

la reperfusion (9% a los 15 minutos, p < 0.05).

Con respecto a la dP/dt, se produce un aumento de sus valores durante la
obstruccidn, alcanzando un méximo del 15 % a los 15 minutos (ns), para disminuir
discretamente en los primeros momentos de la reperfusion y volverse a incrementar
posteriormente, alcanzando un 23 % a los 60 minutos (p < 0.05).

5 min. Isquemia
10 min. Isquemia
15 min. Isquemia
1 min Reperfusién
15 min. Reperfusién
30 min Reperfusién
45 min. Reperfusion

60 min. Reperfusion

142.50 +20.19

146.67 = 17.22

148.33 + 18.89

139+ 14.32

145.83 £ 14.63

147.50 £ 22.08

14417+ 14.29

151.67 +21.60

FC J2%% dP/dt
(Ilpm) (mmHg) (mmHg/s)
BASAL 143.33 £ 2041 133 £ 16.25 2875 + 344.60

131.33+15.58

138.50 = 14.68

142.83 = 16.38*

143.40 £ 17.40

145+ 18.17*

144.33 £23.47

150.67 +29.81

146.50 & 23.10

2833.33£341.57
3208.33 +292.26
3291.67 £ 458.71
3050 £ 325.96
3291.67 £332.29
3375+ 541.99
3541.67 £485.20 *

3500 £ 524.40 *

Tabla R.15.- Parametros hemodinamicos de la serie TRIMETAZIDINA.

FC: frecuencia cardiaca; PVI: presion sistélica del ventriculo izquierdo; dP/dt: derivada de la presién del

ventriculo izquierdo respecto al tiempo; significacién estadistica respecto a situacién basal = * p < 0.05.

- 143 -



1.2.2.- Parametros de funcién regional.-

A) Zona isquémica.-

Se produce un incremento significativo y progresivo de la LTS a lo largo del
procedimiento isquémico, de hasta un 24 % a los 15 minutos (p < 0.05), con una
recuperacion parcial de sus valores durante las ultimas fases de la reperfusion, pero
manteniendo valores discretamente por encima de los basales en los primeros 30 minutos

(p< 0.05) (tabla R.16).

La LTD experimenta un comportamiento muy similar, con aumento progresivo de
sus valores durante al isquemia, con un méximo del 9 % a los 15 minutos (p < 0.05), para
normalizarse durante la reperfusion, pero situdndose en cifras discretamente superiores a las

iniciales, aunque no significativas.

Con respecto a la FA, se produce una importante caida de sus valores durante la
obstruccion, alcanzando cifras de discinesia (p< 0.05), con una importante recuperacién
inicial en los primeros minutos del 67% respecto del valor basal, para, posteriormente, ir
empeorando progresivamente y alcanzar en torno al 41% del valor basal a los 60 minutos de

reperfusién (p = 0.07).

LTS LTD FA
(mm) (mm) (%)
BASAL 10.70 + 0.99 11.86 + 1.47 9.55+4.45
5 min. Isquemia 12.68 £2.10 * 12.51£2.22 -1.47+£3.47 *
10 min. Isquemia 12.86 + 2.01 * 12.63+2.15 -1.92+£3.80*
15 min. Isquemia 13.30 4+ 1.94 * 13.06+222 * 2.11+2.65*
1 min Reperfusién 11.75+ 1.79 1277 £2.24 * 7.55+8.20
15 min. Reperfusion 12.02+2.01 * 12.56 +2.02 4.32+5.26
30 min Reperfusion 12.00 £ 2.05 * 12.56 +2.18 433+6.11
45 min. Reperfusion 11.98 £2.24 12.54 +2.39 436545
60 min. Reperfusion 11.84 + 1.94- 1234 +2.02 3.95+5.89

Tabla R.16.- Parametros de funcion regional de la zona isquémica de la serie TRIMETAZIDINA.

LTD: longitud telediastolica; LTS: longitud telesistélica; FA: fraccién de acortamiento. Significacién

estadistica respecto a situacién basal: * p < 0.05.
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B) Zona control.-

Al analizar la LTS y la LTD, observamos que no experimentan variaciones

significativas de sus valores
isquemia/reperfusion, manteniéndose en cifras cercanas a las basales en

Con respecto a la FA, ésta experimenta un aument:
durante la obstruccién, no significativa, manteniéndo

valores por encima de los basales ( 21% a los 15 minutos y 12% a los 60 minutos), sin

diferencias significativas (tabla R.17).

a lo largo de la realizacion del protocolo de

o de sus valores, de hasta el 24%

se a lo largo de la reperfusion en

LTS LTD FA

(mm) (mm) (%)
BASAL 10.53 + 1.69 1120+ 1.73 5.94 +3.02
5 min. Isquemia 10.55+1.62 11.30+ 1.75 6.58+2.50
10 min. Isquemia 10.70+ 1.51 11.50£ 1.59 7.03+£348
15 min. Isquemia 10.68 + 1.44 11.45+ 1.60 6.59+£2.96
1 min Reperfusion 10.30 = 1.69 11.08 £ 1.72 7.10 £ 1.39
15 min. Reperfusion 10.60 = 1.49 11.40 £ 1.62 6.94 +£2.97
30 min Reperfusion 10.66 = 1.46 11.33+ 1.60 5.81+2.16
45 min. Reperfusion 10.63 £ 1.48 - 11.31+1.63 596 +2.32
60 min. Reperfusion 10.55+ 145 .1 1.25+ 1.60 6.12+2.45

Tabla R.17.- Parametros de funcién regional de la zona contr

ol de la serie TRIMETAZIDINA.

LTD: longitud telediast6lica; LTS: longitud telesistolica; FA: fraccion de acortamiento.

1.2.3.- Comparacién zona isquémica vs zona control.-

Mientras que la LTS no experimenta variaciones en la zona control durante la
realizacion de la obstruccidn, en la zona isquémica se observa un incremento llamativo, que
resulta estadisticamente significativo al comparar ambas zonas (p < 0.005). Durante la
reperfusion, ambos valores tienden a igualarse, pero manteniendo la zona isquémica unas
cifras ligeramente superiores, estadisticamente significativas en los primeros 15 minutos de

reperfusion.

La LTD presenta un comportamiento similar en ambas zona

significativas.

todo momento.

s, sin diferencias



Con respecto a la FA, encontramos importantes diferencias, dado que la zona

isquémica experimenta una caida a valores de acinesia/discinesia durante la isquemia,

mientras que la zona control presenta un aumento de sus valores por encima de los basales

(p <0.001). En el primer minuto de reperfusion hay una mejoria de la FA en la zona

isquémica, que alcanza valores proximos a los de la zona control (ns), para posteriormente ir

empeorando de forma progresiva y alcanzar diferencias significativas respecto a la zona

control en las tltimas fases de la reperfusion (p < 0.05).

LTS

A
130

120
110

. 100
% 90
80

70

60

LTD

140
120
100

basal

basal

5isq 10"isq 157isq 1'rep 15 rep 30 rep 45" rep 60" rep

5isq 10"isq 157isq 1"rep 157rep 30 rep 45 rep 60" rep

~&— control
—{J- isquemica

—A— control
—{ 1} isquemica

~&— control
—{}- isquemica

Figura R.15.- Comparacion de la evolucion de las longitudes telesistélicas (LTS), telediastolicas
(LTD) y fraccion de acortamiento (FA) de las zonas control e isquémica de la serie TMZ.
Isq: isquemia; Rep: reperfusion. * p <0.05 ** p < 0.001.
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1.3.- COMPARACION SERIE PLACEBO vs TRIMETAZIDINA.-

En ambas series se presentan caracteristicas similares en cuanto al peso de los
animales, la distribucién por sexos y el flujo coronario basal, sin encontrar diferencias

significativas entre ambos grupos.

1.3.1.-Parametros hemodinamicos.-

Debemos de sefialar que, si bien los animales de ambos grupos no parten, en
situacién basal, en las mismas condiciones en cuanto a los pardmetros hemodinamicos, no se
objetivan diferencias estadisticamente significativas entre ellos. Asi, el grupo tratado con
TMZ presenta unos valores de FC ligeramente superiores en un 11% (ns), mientras que el
grupo Placebo parte de unos valores de dP/dt y PVI ligeramente superiores a la serie TMZ

en un 16% y un 4% respectivamente (ns).

Cuando analizamos la evolucién de la FC, observamos que, si bien ésta presenta
unas variaciones similares en ambas series a lo largo de toda la experimentacion, sin
diferencias significativas en ambos grupos, los valores tienden a ser discretamente
superiores en la serie Placebo, siendo significativo unicamente a los 5 minutos de iniciada la

obstruccién coronaria (figura R.16A).

En cuanto a la dP/dt, la evolucion es muy similar en ambas series, sin diferencias
significativas, con un aumento de sus valores durante la obstruccién y la reperfusion, pero

sin encontrar diferencias entre ambos grupos.

Y lo mismo observamos con la evolucién de la PVI a lo largo de Ia
experimentacion, la cual presenta un comportamiento similar en ambas series, pero con
valores ligeramente superiores en el grupo TMZ, en especial durante la reperfusion, con
diferencias que resultan estadisticamente significativas tnicamente a los 60 minutos de
reperfusion (p <0.05).
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Figura R.16 (A, By C). Comparacién de los pardmetros hemodinamicos entre ambas series

(Placeboy TMZ). * p <0.05.
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1.3.2.- Parametros de funcién regional.-

A) Zona isquémica.-

Cuando analizamos las curvas evolutivas de las longitudes telesistolicas
segmentarias de la zona isquémica, ambas series presentan un patréon muy similar, con

curvas practicamente superponibles, sin diferencias significativas entre sus valores.

Con respecto a la LTD nos encontramos con una situacién parecida, en la que
ambas curvas evolutivas son superponibles en ambas series durante todo el protocolo

isquémico y sin diferencias significativas entre ellas.

Cuando analizamos la FA podemos observar una evolucién muy similar en ambas
series, tanto a lo largo de la isquemia como durante la reperfusion, sin encontrar diferencias
estadisticamente significativas. Asi, durante la obstruccion, se produce en ambos grupos una
caida importante de sus valores hasta valores discinéticos, algo mas acusada en el grupo
TMZ, sin llegar a ser significativo respecto a la serie Placebo. Durante la reperfusion se
produce, en ambas series, una importante recuperacion de la FA, que es mas acusada en los
primeros momentos, para luego ir disminuyendo esta mejoria inicial y alcanzar valores
cercanos al 40% a los 60 minutos de reperfusion en ambas series (aturdimiento), sin

diferencias entre ellas (figura R.17C).
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Figura R.17 (A, B y C). Comparacién entre las longitudes telesistolicas (LTS), telediastolicas
(LTD) y fracci6n de acortamiento (FA) de la zona isquémica de las series Placebo y TMZ.

B) Zona control.-

Cuando analizamos la LTS de la zona control en ambas series, observamos que ésta
no sufre variaciones significativas a lo largo del protocolo isquémico, manteniendo valores

muy similares a los basales en ambos grupos (figura R.18).

Ese mismo comportamiento lo encontramos al comparar la LTD de ambas series,

con unas curvas evolutivas practicamente superponibles y sin diferencias significativas.
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La FA sufre un incremento de sus valores durante la realizacion de la obstruccion,
mas acusado en la serie TMZ, pero sin diferencias significativas. Durante la reperfusion, la
FA sigue aumentando en el grupo Placebo hasta valores del 40%, mientras que en la serie
TMZ tiende a normalizarse, situdndose en valores ligeramente por encima de los basales, sin

encontrar diferencias significativas entre ambos grupos.
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Figura R.18 (A, B y C). Comparacién de las longitudes telesistolicas (LTS), telediastolicas (LTD)

y fraccion de acortamiento (FA) de la zona control de las series Placebo y TMZ.
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2.- RESULTADOS DEL ESTUDIO ULTRAESTRUCTURAL.-

Al igual que ocurria en el protocolo de isquemias breves y repetidas, el estudio
realizado mediante microscopia 6ptica no mostré alteraciones morfoldgicas ni diferencia
alguna entre las diferentes muestras de tejido analizado, tanto en las zonas controles como
en las zonas sometidas a isquemia tinica y prolongada, en ninguna de las 2 series (Placebo
y TMZ).

Como hemos dicho previamente, nos vamos a centrar en el andlisis de las
mitocondrias interfibrilares, donde cuantificaremos el porcentaje de mitocondrias dafiadas,
fusionadas, con vacuolas y los granulos de lipofucsina, asi como los datos cuantitativos

referentes al tamafio mitocondrial.

2.1.- Serie Placebo.-

Cuando analizamos el tejido miocardico de la zona control, no sometido a
isquemia coronaria, observamos que siempre existe un pequefio porcentaje de dafio
mitocondrial que oscila alrededor del 7% y que corresponde al recambio metabolico
normal existente en el tejido. Un 3% aproximadamente corresponde a mitocondrias que se
han fusionado y un 10% de mitocondrias emparejadas (2 0 mas por sarcémero). Casi un
5% de las mitocondrias presentan vacuolas en su interior y un pequefio porcentaje, en torno
al 1%, se corresponden con granulos de lipofucsina (restos de lipidos y membranas

mitocondriales).

Cuando analizamos el tejido sometido a isquemia unica y prolongada, tras 1 hora
de reperfusién, se observan ligeras diferencias con respecto al 4rea control, si bien no
resultan estadisticamente significativas. Asi, existe un discreto aumento en el porcentaje
de mitocondrias dafiadas, que alcanza el 8%, en las mitocondrias fusionadas (3,15%) y en
el numero de mitocondrias emparejadas (11,24%). Llama la atencién la discreta
disminucién en el tejido isquémico en los grénulos de lipofucsina (0,73% vs 1,02%) y en
las vacuolas (3,46% vs 4,82%) con respecto a la zona control, pero sin alcanzar la

significacion estadistica.
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Figura R.19.- Comparacién de las alteraciones mitocondriales entre las zonas control e

isquémica de la serie Placebo.-

En el andlisis cuantitativo del tamafio mitocondrial, no se objetivan diferencias
significativas, con una morfologia y un tamafio muy similar entre ambas zonas (tabla
R.18).

Perimetro 323+1.24 3.16 £1.33 ns
Eje mayor 2.59+1.12 2.52+1.16 ns
Eje menor 1.27+0.45 1.25+0.46 ns

Area 0.67 £ 042 0.66 + 0.50 ns

Tabla R.18.- Datos cuantitativos del tamafio de las mitocondrias de ambas zonas. Unidades en

micras (perimetro y ejes) micras’ (4rea).

2.2. Serie Trimetazidina.-

Cuando analizamos la zona control (no sometida a isquemia) del grupo tratado
con trimetazidina, observamos un 10% de mitocondrias dafiadas, un 4% de mitocondrias
fusionadas, un 8% de mitocondrias con vacuolas y 1,5 % de granulos de lipofucsina. El

niimero de mitocondrias emparejadas es del 9%.

-153 -



Cuando analizamos la zona sometida a isquemia, no se observan diferencias
estadisticamente significativas respecto a la zona control, aunque existe una ligera
disminucién en el area isquémica del dafio mitocondrial (8.18% vs 10.5%), de las
mitocondrias fusionadas (2,48% vs 4,03%) y de vacuolas (5,6% vs 8%). El resto de
parametros analizados no mostré cambios (figura R.20).

ElZona control
B Zona isquémica

]

Dafadas Fusionadas Emparejadas Vacuolas Lipofucsina

Figura R.20.- Comparacién de las alteraciones mitocondriales entre la zona control y la zona

isquémica de la serie TMZ.

En el estudio comparativo del tamafio mitocondrial entre ambas zonas, las
mitocondrias de la zona isquémica presentan diferencias estadisticamente significativas
respecto a la zona control, con unos valores mds pequefios en cuanto al perimetro y al eje
mayor, mientras que el eje menor es superior (p <0.001); estamos pues ante mitocondrias

més anchas (hinchadas), sin cambios en su 4rea total (tabla R.19).

Perimetro 3.22+1.34 3.08 £1.31 0.01

Eje mayor 2.67+1.22 242 +1.12 0.001

Eje menor 1.17 £ 0.48 1.24+0.48 0,001
Area 0.63 = 0.47 0.64 £ 0.55 ns

Tabla R.19.- Comparacién del tamafio entre las mitocondrias de la zona control y la zona

isquémica de la serie TMZ. Unidades en micras (perimetro y ejes) micras® (area).
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Figura R.21.- Imagenes de miocitos tras isquemia inica y prolongada (zona isquémica,
tratamiento con TMZ), obtenidas por microscopia electronica de transmision. En la Figura A se
muestran diferentes fases del proceso de fusién mitocondrial (1, vacuola intramitocondrial dirigida
hacia el sarcémero vecino; y 2, consolidacién de la fusion, donde se observa la persistencia de una
vacuola sobre la banda Z). En la imagen B se observan dos mitocondrias que comparten el mismo
sarcémero (mitocondrias “emparejadas”). Y en la Figura C se puede ver una banda Z totalmente
destruida. Las microfotografias se obtuvieron entre 7000 y 15000 X.
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2.3.- Comparacion serie Placebo vs serie Trimetazidina.-

A) Zona isquémica.-

Cuando comparamos la zona isquémica de ambas series, no encontramos grandes
variaciones en el analisis ultraestructural (figura R.22) Asi, vemos que el porcentaje de
mitocondrias dafiadas es similar en ambas series (8,18% vs 8,03%), mientras que las
fusiones mitocondriales son discretamente inferiores en la serie TMZ (2,48% vs 3,16%),
al igual que el porcentaje de mitocondrias emparejadas (10,28% vs 11,24%), pero sin
resultar estadisticamente significativo. Con respecto a la presencia de vacuolas, ésta es
discretamente superior en el grupo tratado con TMZ (5,6% vs 3,4%), sin diferencias
significativas, al igual que los granulos de lipofucsina (1,3% vs 0,7%).

@ Placebo

BTMZ

Figura R.22.- Comparacién de las alteraciones mitocondriales de la zona isquémica entre la serie
Placebo y la serie TMZ. '

Cuando comparamos los datos referentes al area de las mitocondrias de la zona
isquémica entre ambas series, no encontramos diferencias estadisticamente significativas.
Sin embargo, las mitocondrias del grupo tratado con TMZ presentan un eje mayor mas
pequefio que sus homologas del grupo Placebo (tabla R.20).

Perimetro 3.16 £ 1.33 3.08 £1.31 ns

Eje mayor 2.52+1.16 242+ 1.11 0.01

Eje menor 1.25+0.46 1.24 £ 0.48 ns
Area 0.66+0.50  0.64+0.55 ns

Tabla R.20.- Comparacién del tamafio mitocondrial de la zona isquémica entre ambas series.

Unidades en micras (perimetro y ejes) micras® (4rea).
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B) Zona Control.-

Al comparar la zona control de ambas series, no hemos encontrado diferencias
significativas. Asi vemos que en el grupo tratado con TMZ existe un mayor porcentaje de
mitocondrias dafiadas (10,5% vs 7,3%) y fusionadas (4,03% vs 2,62), con respecto al
grupo control. El resto de parametros tampoco muestran diferencias significativas, si bien
el porcentaje de granulos de lipofucsina y vacuolas es discretamente superior en el grupo
T™Z.

Placebho
BTMZ

Daiadas

Figura R.23.- Comparacion de las alteraciones mitocondriales de la zona control entre la serie
Placebo y la serie TMZ.

En el andlisis del tamafio mitocondrial, vemos que las mitocondrias del grupo TMZ
presentan un eje menor maés pequefio que las de la serie Placebo, estadisticamente
significativo, asi como una tendencia a un eje mayor superior y un area menor, mientras que

el perimetro no muestra diferencias entre ambas series (tabla R.21).

Perimetro 323+1.24 3.22+1.34 ns

Eje mayor 2.59+1.12 2.67+1.22 0.08

Eje menor 1.27 +£0.45 1.17+£0.48 0.001
Area 0.67 + 042 0.63 + 0.47 0,07

Tabla R.21.- Comparacién del tamafio mitocondrial de la zona control entre ambas series.

Unidades en micras (perimetro y ejes) micras (4rea).
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Figura R.24.- Microfotografia electronica de una seccién de tejido miocardico de perro sometido a
isquemia unica (zona isquémica; A, placebo; B, TMZ). El dafio de la oclusion coronaria sobre las
mitocondrias es similar en ambas imagenes. En la Figura A (7000 X) se observa ademas de discos
intercalares (di), una seccion de un capilar (ca) y el nucleo (n) y nucledlo (nu) de una célula
endotelial (ce), mientras que en la Figura B (9800 X), el micleo (n) que se observa es del miocito.
Noétese el predominio de la concentracion de cromatina condensada (cc, heterocromatina) con
respecto a la eucromatina, en el micleo de la célula endotelial, mientras que en el miocito esta
disposicion perinuclear es menor; se puede interpretar este resultado como una mayor actividad
nuclear en el miocito, tras la isquemia, al tener que descondensar la cromatina para la transcripcion
de genes en respuesta al dafio isquémico.
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DISCUSION



T

1.- CONSIDERACIONES METODOLOGICAS. VALIDACION DE LA TECNICA.-

1.1.-El modelo experimental.-

El perro es el animal mas utilizado en cardiologia experimental dado que su anatomia
cardiaca, tanto a nivel macroscopico como microscopico, es similar a la del hombre. El
desarrollo de su arbol coronario, aunque con circulacioén coronaria de predominio siempre
izquierdo por existencia de una arteria coronaria derecha hipodesarrollada, es semejante al
humano. A nivel celular, el analisis ultraestructural también es comparable al miocardio
humano con una proporcién de mitocondrias, miofibrillas y citoplasma similares; incluso la
relacién entre el consumo de oxigeno y volumen mitocondrial estd mas proxima a los
valores teéricos para el hombre que la mayoria del resto de animales utilizados

habitualmente en experimentacion (Schaper ef al., 1985).

La presencia en el corazéon del perro de una circulacién coronaria de predominio
izquierdo con arteria coronaria circunfleja en general muy desarrollada, de la que depende la
perfusién de un amplio territorio miocardico, permite que, en aquellos protocolos
experimentales en los que interese producir isquemia de un 4rea extensa, sea éste el vaso
utilizado (Théroux et al., 1977; Buda et al., 1990). Sin embargo, cuanto mayor es el area
sometida a isquemia, mas frecuentemente surgen complicaciones durante el desarrollo de los
experimentos. Asi, en series experimentales previas realizadas en nuestro laboratorio con
oclusiones sobre arteria coronaria circunfleja se comprobd que la incidencia de arritmias
malignas, generalmente durante los periodos de reperfusion, era muy alta (75% de los
casos), lo que obligd a cambiar el modelo y actuar sobre la arteria coronaria interventricular
anterior (Pomar, 1992). Por otro lado, en un estudio comparativo realizado por Farber y
cols. (1987) respecto al grado de isquemia y recuperacién postisquémica sobre la arteria
circunfleja y la arteria descendente anterior, no encontraron diferencias significativas en
cuanto a los pardmetros hemodindmicos, alteraciones metabélicas y edema del tejido; sin
embargo se produjo una pérdida significativamente mayor en la funcion sistélica de pared
cuando la arteria ocluida era la descendente anterior. Asi mismo los resultados en la pérdida
de funcion sistdlica y la recuperacion del acortamiento segmentario por oclusion de la arteria
circunfleja eran més variables, sugiriendo que la evaluacion de las intervenciones
farmacolédgicas o quirdrgicas para mejorar la recuperacién funcional postisquémica es mas

valorable cuando la arteria descendente anterior es la coronaria ocluida.
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1.2. Técnica de medicion. Cristales ultrasonicos-

Desde que Tennant y Wiggers (1935), utilizando un midgrafo de cépsula Optica,
describieron el abombamiento sistolico que acontecia en una zona de miocardio ventricular
izquierdo tras la oclusion de una arteria coronaria, multiples técnicas se han empleado para
medir los cambios ocurridos en el ventriculo izquierdo durante la isquemia. Todas ellas,
incluyendo la cinematografia de alta velocidad (Prinzmetal ef al., 1949), arcos medidores de
tension epicardicos (Pashkow et al., 1977), ecocardiografia con transductor fijo externo
(Kerber et al, 1976), medidores de longitud de mercurio (Wyat et al., 1976),
ecocardiografia bidimensional (Andrés, 2001) y la angiografia (Rigaud et al., 1979), han
demostrado su validez para el estudio de la contractilidad ventricular, tanto global como

segmentaria.

No obstante, en modelos de experimentacién animal, ha sido la sonomicrometria con
cristales ultrasénicos - utilizada inicialmente para medida de dimensiones ventriculares por
Rushmer y cols. (1956) y posteriormente desarrollada por Bugge-Asperheim y cols. (1969) y
Theroux y cols (1974) para medida de dimensiones a nivel regional miocardico - la que ha
permitido, de una manera minimamente traumaética para el miocardio, la valoracién de
alteraciones minimas de la contractilidad segmentaria producidas por la isquemia en zonas

muy localizadas.

Nosotros hemos utilizado esta técnica por ser un método ya experimentado con
anterioridad en nuestro laboratorio (Rivera et al., 1989a; Pallarés, 1996), que ha sido
verificado por numerosos investigadores (Heyndrickx et al., 1975; Ning ef al., 1990) y que
nos permite analizar con gran especificidad el movimiento de un reducido segmento

miocardico.

Dentro de las limitaciones de este procedimiento, el dafio miocardico que ocasiona el
implante de los cristales entre las fibras es el que ha generado més controversia en cuanto a
su utilizacién. Sin embargo, por estudios histologicos realizados previamente, sabemos que
el dafio celular local y la hemorragia intersticial no se extiende mas de 1 milimetro y no se
han encontrado otros vestigios de dafio entre los cristales (Théroux et al., 1974).

La potencial variabilidad en la posicién de los cristales a lo largo del experimento es
otra de las limitaciones que podria inducir a errores en las medidas efectuadas. Sin embargo,
la estabilidad de las medidas observadas en las zona control a lo largo de toda la
experimentacion, y la posterior comprobacién visual de la posicién de los cristales, tanto en

la zona control como en la zona sometida a isquemia una vez finalizado el experimento,
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minimiza esta posibilidad, pudiendo asegurar la estabilidad del implante, si éste se realiza

correctamente (Hattori ef al., 1982).

Otro potencial error en el analisis de la longitud y contractilidad de un segmento
miocardico seria la influencia que las variaciones del tamafio del corazén durante el
experimento pudieran tener sobre estos parametros. Rankin y cols. (1976) observaron que el
volumen del corazén varia dependiendo del estado fisiologico del perro. Asi, en perros con
térax cerrado, la geometria observada durante la contraccion isovolumétrica manifiesta un
acortamiento del eje menor ventricular izquierdo y un alargamiento del eje mayor, es decir,
un patrén eliptico, en relacién con la observada en perros con térax abierto, en donde un
alargamiento del eje menor y un acortamiento del eje mayor dan lugar a un patrén esférico.
Estos mismos autores observaron que esa tendencia al patrén esférico era debida a una
disminucion significativa del volumen ventricular y que el patrén puede cambiarse con
incrementos del volumen mediante infusién salina. Para evitar este problema, hemos
mantenido durante los experimentos una presion venosa central estable, con infusion en caso
necesario de dextrano de peso molecular medio, con la finalidad de paliar en lo posible
variaciones del volumen cardiaco. No obstante, en el supuesto de que se hubiesen producido
pequefias variaciones del volumen ventricular izquierdo a lo largo de la experiencia, éstas
hubieran afectado por igual a la zona isquémica y a la zona control, por la que obviamente

podemos desestimarlas al realizar el analisis comparativo de los resultados.

Otro punto que debemos tener en cuenta es la diferente disposicion de las fibras en el
corazén, segin se encuentren en la capa epicérdica o endocérdica, variando ademds segin la
zona estudiada (Streeter et al, 1969). Esto conduce a diferencias en la fraccion de
acortamiento de las fibras miocardicas dependientes del estrato y de la zona que
consideremos (Rivera et al, 1989a). En general en condiciones de perfusién normal, el
subendocardio muestra una mayor motilidad que los estratos subepicardicos y la fraccion de
acortamiento es mayor cuando la medida se hace siguiendo el eje largo del corazén. En
condiciones de isquemia transitoria, las fibras que tiene un recorrido paralelo al eje
longitudinal del corazén se afectan més que las que siguen paralelas al eje circunferencial, y
el estrato subendocardico puede afectarse mas que el subepicéardico (Rivera ef al., 1989b).
Sin embargo, cuando se producen isquemias severas transmurales, las alteraciones son
sincrénicas en todos los estratos. En funcién de ello y con la finalidad de poder valorar
zonas mas sensibles a la isquemia hemos estudiado capas subendocardicas, situando los

cristales ultrasonicos siguiendo el eje largo del corazon.

- 162 -



Asi mismo, y para evitar la influencia que podria ocasionar medir una zona
periisquémica o rica en circulacién colateral, hemos descartado aquellos perros en los que
no se objetivaba una franca caida de la FA durante la realizacion de la obstruccion coronaria
total.

1.3.- Oclusor coronario.-

En la metodologia de protocolos en los que se realizan oclusiones de una arteria
coronaria es preciso analizar el mecanismo con el cual se realizan las oclusiones y la
seguridad de que, tanto la oclusién como sobre todo la reperfusion, se producen de acuerdo

con lo proyectado.

Tanto en el caso de oclusiones parciales como totales, los mecanismos oclusores que
pueden ser empleados son variados: oclusores neuméticos (Fujita ef al., 1988), hidraulicos
(Théroux et al., 1977), mecénicos de lazo (Cosin et al., 1990), clamp de tornillo (Gallagher
et al., 1982), clamp vascular (Tennant y Wiggers, 1935), etc. Con todos ellos podemos ver
con frecuencia reducciones del flujo coronario distal una vez cesada la oclusién. En trabajos
realizados previamente en nuestro laboratorio, hemos observado que, utilizando oclusores
de lazo, se producian espasmos arteriales frecuentes cuando la oclusién es repetida
(Cabadés er al., 1985). El mecanismo por el que se desencadena esa reduccion de flujo es
discutido. Uchida y cols. (1975) lo atribuyen a un vasoespasmo arterial en el lugar de la
estenosis, sin embargo, otros autores opinan que se debe a un fenémeno de trombosis
plaquetar seguido de embolizacién (Folts, 1991). En este trabajo hemos utilizado un clamp
vascular y no hemos observado disminucién del flujo distal una vez retirada la oclusién a
pesar de utilizar un protocolo en el que las oclusiones son repetitivas. Posiblemente la mayor
superficie de contacto sobre la pared vascular influya en ese resultado. La posibilidad de
reduccion del flujo coronario por espasmo durante la reperfusiéon ha sido descartada de
modo sistemético mediante el medidor de flujo instalado distalmente al punto donde se

realizaban las oclusiones.
1.4.- Protocolo isquémico.-.

Clasicamente se ha considerado al dolor tipico anginoso como la manifestacion mas
importante de la enfermedad coronaria. Sin embargo en la actualidad nadie niega que la
asociacién entre isquemia miocardica y presencia de dolor no siempre existe en la practica
clinica. Los informes de autopsias realizados por Roseman (1954) en personas
aparentemente sintomaticas fueron los primeros en demostrar la presencia de lesiones

coronarias avanzadas sin manifestaciones clinicas previas. Pero el interés de este fendomeno
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comenzé cuando diversos investigadores observaron que pacientes con cardiopatia coronaria
no presentaban dolor durante los episodios de isquemia miocérdica transitoria durante las
pruebas de esfuerzo (Froelicher et al., 1974) o en la monitorizacién continua del ECG (Stern
y Tzivoni, 1974).

En los afios siguientes multiples evidencias, tanto a nivel experimental como clinico,
han confirmado la existencia de este sindrome, que sabemos puede presentarse tanto en
pacientes con enfermedad coronaria conocida como en pacientes asintomaticos. Cohn
(1985) estima que el 20-30% de los pacientes que han sufrido un infarto de miocardio y de
un 80-90% de los pacientes con angina tienen episodios de isquemia miocérdica silente.

Aunque no sabemos con exactitud cual es el mecanismo responsable para que la
isquemia sea silente, si conocemos que el dolor es la ultima manifestacion en la cascada de
eventos que siguen a la isquemia miocardica (Sigwart er al, 1984). En trabajos
experimentales (Watanabe ef al., 1975) y en estudios realizados en humanos, bien durante la
obstruccién coronaria producida por la angioplastia (Alam et al., 1986), o durante episodios
de isquemia espontineos (Levy ef al., 1986), se ha demostrado que la produccion de
isquemia miocardica desencadena una serie de eventos secuenciales (figura D.1). Asi,
cuando existe un desequilibrio entre la oferta y la demanda de oxigeno, se producen en
primer lugar alteraciones metabélicas (ya comentadas anteriormente) y como consecuencia
de ellas, alteraciones en la relajacién y posteriormente en la contractilidad miocardica. Estas
alteraciones de la funcién ventricular originan un aumento de la presion telediastélica del
ventriculo izquierdo, apareciendo mds tarde las alteraciones electrocardiograficas y por

ultimo el dolor anginoso.

Figura D.1.- Representacion grafica de la cascada de acontecimientos que ocurren durante la oclusion coronaria.
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La ausencia de dolor durante la isquemia en términos generales puede ser atribuida a: 1)
fallo en el mecanismo de alarma, es decir en los receptores o transmisores del estimulo que
desencadenaria el dolor (Cohn, 1985), o en una mayor liberacién de modificadores del dolor
como las beta-endorfinas (Sheeps et al., 1995); 2) una menor cantidad de miocardio
isquémico, por lo tanto habria angina cuando la isquemia afectara a mucho miocardio, y no
cuando el territorio afectado fuera pequefio (Weisfeldt, 1986); 3) una corta duracioén de la
isquemia; dado que el dolor es el wltimo evento en la secuencia de la isquemia, es logico
pensar que aquellos episodios de isquemia que sean de poca duracién sean asintomaticos
(Maseri et al., 1985). Chierchia y cols. (1983), estudiando pacientes ingresados por angina
inestable y que estaban monitorizados, observaron que cuando los episodios de isquemia
objetivados en el ECG duraban menos de 3 minutos, éstos solian ser asintomaticos.

Nosotros, basandonos en las conclusiones de los autores anteriores, pensamos que un
protocolo experimental con periodos reales de isquemia de 2 minutos podrian equiparse a la
isquemia silente en la clinica, sobre todo porque no producen en el ECG periférico cambios

en el segmento ST.

Para establecer la duracién de los periodos de reperfusién hemos tenido en cuenta
estudios previos (Rivera et al, 1989b) en los que observamos como, tras oclusiones aisladas
de 1,5 minutos, los pardmetros de contractilidad se habian normalizado después de 1 minuto
de reperfusién. Otros investigadores también coinciden que, con oclusiones de 2 a 3
minutos, los valores de funcién regional segmentaria son aparentemente similares a los

valores pre-oclusién 1 6 2 minutos después de liberar la arteria (Théroux et al., 1976).

A la hora de establecer el nimero de episodios de isquemia/reperfusion nos basamos en
experimentos previos en los que observamos que era a partir del noveno o décimo periodo
de isquemia cuando las alteraciones de la contractilidad persistentes durante la reperfusion
podian ser significativas (Pomar et al., 1995). Asi podemos observar como periodos de
isquemia pequefios (2 minutos) alternando con cortos intervalos de reperfusién (3 minutos)
producian un deterioro progresivo de la funcién sistélica segmentaria en el 4rea isquémica,
que podia ser observada incluso tras varias horas de reperfusion e incluso tras 24 horas de
restaurado el flujo coronario. Por otro lado el anlisis estructural cualitativo y cuantitativo
del miocardio mostraba un incremento en el volumen mitocondrial del tejido isquémico con
importante dafio en esos componentes celulares. Mediante el presente estudio intentamos
analizar si la trimetazidina podia reducir la disfuncién postisquémica y los cambios
ultraestructurales en las células miocardicas en un modelo de episodios breves y repetidos

de isquemia/reperfusion miocérdica, equivalente a isquemia silente.
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Asi mismo, basandonos en estudios experimentales previos que habian puesto de
manifiesto que periodos de isquemia inferiores a 20 minutos ocasionaban una depresion
reversible de la funcién contractil, sin evidencia de necrosis miocéardica y que persistia
varias horas después de restablecido el flujo (Heyndrickx et al., 1975; Hanich et al., 1993),
quisimos también analizar la accién del farmaco sobre un modelo de isquemia Unica y mas
prolongada en el tiempo. Para ello utilizamos un protocolo de isquemia de 15 minutos (que
no provoca necrosis) seguido de 60 minutos de reperfusién, y que en experimentos previos

ha provocado aturdimiento miocardico.

1.5. Zonas analizadas.-~

Por dltimo, y respecto a los datos obtenidos, podemos preguntarnos si éstos son
resultados de las variables introducidas. Considerando la técnica como adecuada, pensamos
que el método comparativo también lo puede ser, ya que en todos los experimentos
realizados se han contrastado zonas de miocardio sometidas a isquemia con zonas del mismo
miocardio libres del proceso isquémico, y que han-estado bajo las mismas circunstancias
durante toda la experiencia y en cada una de ellas. De esta manera cualquier variacién
propia de la técnica hubiera afectado por igual a ambas zonas, por lo que las diferencias que
encontramos deben ser consecuencia de la variable controlada “isquemia” (ya sea breve y

repetida o Gnica y prolongada).

2.- ANALISIS DE LOS PARAMETROS HEMODINAMICOS Y DE FUNCION
VENTRICULAR.-

2.1.-Efectos de un episodio de isquemia tinica sobre la contractilidad miocardica.

Ya hemos comentado en la introduccién que la oclusién de una arteria coronaria va
seguida de una secuencia de cambios en la contraccion miocérdica. Tennant y Wiggers
(1935) demostraron que, a los 60 segundos de oclusién coronaria, la zona isquémica cambia
desde un estado de acortamiento sist6lico activo a uno de alargamiento sist6lico pasivo o
expansion sistélica paraddjica, debido a la incapacidad de la zona isquémica para soportar la

presion intraventricular generada por el miocardio normalmente perfundido.

En el presente trabajo, asi como en estudios experimentales previos realizados en
nuestro laboratorio, hemos observado como tras la oclusion total de una arteria coronaria,
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independientemente de que ésta fuera la arteria circunfleja o la arteria descendente anterior,
las alteraciones en la contractilidad regional son evidentes a partir del cuarto 6 quinto latido
y han estado presentes en todos los casos, incluso con ausencia de modificaciones del
segmento ST en el trazado electrocardiogréfico que, de aparecer, siempre han sido mas
tardias (entre los 30 y 45 segundos en los casos mas precoces ). La aparicion de expansion
sistolica paraddjica ("bulging") ha sido constante con cada oclusién, debido probablemente
a la severidad de la isquemia pues las oclusiones han sido totales. Por el contrario, en
estudios con oclusiones parciales realizados por otros autores, la aparicién de expansion
sistélica puede no estar presente durante la isquemia (Hess et al., 1983, Marti ef al., 1999).
Asi pues, la aparicién de expansién sistolica paraddjica es la forma mas intensa de
afectacion de la funcién miocéardica y estd en dependencia con la incapacidad del miocardio
isquémico para soportar la tensién intraventricular generada por el resto de miocardio no

sometido a isquemia.

Cuando estudiamos las zonas de miocardio alejadas de la zona isquémica observamos
que la fraccién de acortamiento aumenta durante la isquemia. Asi, en el presente estudio,
observamos como la fraccién de acortamiento de la zona control experimenta un incremento
de sus valores de hasta un 16% durante la fase de obstruccién coronaria, que no resulta
estadisticamente significativo, probablemente debido a que el é4rea isquémica es poco
importante (la obstruccién se produce en el tercio distal de la arteria descendente).
Recientemente se ha puesto de manifiesto, en perros, que el incremento en el acortamiento
del miocardio no-isquémico se produce independientemente del 4rea isquémica. Asi se
objetiva un aumento del 17% en la contractilidad del miocardio de la pared posterior cuando
se ocluye la arteria descendente anterior, y un incremento del 16% en la contractilidad del
apex cuando la arteria ocluida es la circunfleja (Marsch ef al., 1999).

El mecanismo que produce esta hiperfuncion de la zona no isquémica es controvertido,
si bien la mayoria de investigadores lo atribuyen a un mecanismo Frank-Starling (Braasch ef
al., 1968; Matre et al., 1987): la disminucion del acortamiento y la expansion sistolica de la
zona isquémica reducen la postcarga de la zona no isquémica, favoreciendo el incremento
del acortamiento en dichas zonas. Algunos investigadores atribuyen esta hipercinesia a una
interaccion mecanica entre la region isquémica y no isquémica (Goto et al., 1988) y otros a

la influencia de ambos mecanismos (Noma ef al., 1988).

La observacién de estos cambios en la contractilidad durante la isquemia ha sido
expuesta en numerosos trabajos, tanto a nivel experimental animal como en pacientes
durante la realizacién de angioplastias (Akasaka er al, 1986), pudiendo asegurarse que

dichos cambios van a depender de la duracién y severidad de la isquemia miocérdica.
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La oclusién total de una arteria coronaria en el perro anestesiado cuando se prolonga
més de 40-60 minutos produce severa isquemia de las células del subendocardio dando lugar
a un daflo irreversible con rotura de la membrana celular y evidencia de necrosis (Jennings
et al, 1960). Sin embargo, cuando el periodo de isquemia es mdas breve se produce
depresién de la funcién miocérdica, pero al restaurar el flujo sanguineo la injuria es
reversible, el metabolismo y funcién contractil se normalizan y no se evidencia necrosis
(Théroux et al., 1974).

Posteriormente se ha podido demostrar que esta ultima afirmacién no es completamente
cierta. Isquemias de duracién inferior a 20 minutos generalmente no producen necrosis
celular, pero la funcién contractil puede permanecer deprimida durante varios dias.
Sabemos por estudios con oclusiones coronarias de diferente duracién que el tiempo de
recuperacion funcional de una zona de miocardio sometida a isquemia es inversamente
proporcional a la duracién de la oclusién (Heyndrickx ef al., 1978; Bolli et al., 1988).

Diversos investigadores pensaron que cuando la isquemia era breve, la recuperacion de
la contractilidad era completa en varios minutos (Kloner et al., 1983; Akasaka et al., 1986).
Sin embargo, Theroux y cols. (1976) ya observaron previamente que tras una oclusion total
de 2 minutos de la arteria coronaria circunfleja en perros anestesiados, la funcién contrictil
activa regresaba a valores normales a los 2 minutos de liberar la oclusién, pero ligeras
anormalidades de la protodidstole en la zona isquémica persistian hasta pasados 45 minutos

de restablecida el flujo.

Heyndrickx y cols. (1975) describen, por primera vez en el laboratorio experimental, la
persistencia de una depresion de la funcién contractil después de restablecido el flujo
sanguineo tras una oclusién coronaria en el perro consciente. Observaron que al liberar la
arteria después de una oclusion total de la arteria circunfleja de 5 minutos, el
electrocardiograma intramiocardico y el flujo coronario se normalizaban aproximadamente
en 1 y 7 minutos respectivamente, en contraste con la persistencia de una funcién contréctil
deprimida durante mds de 2 horas. Cuando la oclusién era més prolongada (15 minutos), la
disfuncién contractil persistia méas de 6 horas, sin encontrar signos de necrosis miocardica, y
se habia normalizado a las 24 horas de reperfusiéon. Posteriormente otros investigadores
comunicaron esa disfuncién postisquémica de la contractilidad (Geft et al., 1982),
denominada por Braunwald y Kloner “miocardio aturdido” (stunned myocardium) (1982),

mostrando que puede aparecer en diversos modelos de isquemia.

Charlat y cols. (1989), utilizando una preparacién canina similar a la utilizada por
Heyndrickx (15 minutos de isquemia y 7 dias de reperfusién), observan una persistencia de
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depresion en la fraccion de acortamiento sistélico significativa respecto a los valores basales
hasta 24 horas después de restablecido el flujo, con total normalizacién a partir de las 48
horas. Asi mismo objetivaron anormalidades persistentes en la funcién diastélica regional,
ampliando asi el concepto tradicional de trastorno Ginicamente sistolico a uno mas amplio de

alteracién mecénica que abarca tanto la funcién sistélica como diastdlica.

Estos hallazgos se confirman en nuestro modelo en el cual podemos observar como, tras
una oclusién prolongada de 15 minutos en el que la fraccién de acortamiento cae a valores
de acinesia/discinesia, se produce un deterioro progresivo de sus valores durante la
reperfusion, que persiste a los 60 minutos de cesada la obstruccién coronaria (50% del valor
basal) (figura D.2).

Fraccion de acortamiento

120
100 4

basal 5’isq 107isq 15isq 1'rep 15°rep 30 rep d45'rep 60" rep

Figura D.2.- Evolucion de la fraccién de acortamiento de la zona isquémica de la serie Control

durante el protocolo isquémico. Isq: isquemia; Rep: reperfusion.

Ellis y cols. (1983), en un modelo canino experimental de 2 horas de oclusién
coronaria y utilizando ecocardiografia bidimensional para medir el engrosamiento de pared
del miocardio que habia sido sometido a isquemia, observaron como transcurridas 48 horas
de reperfusion el tejido volvia a tener una contraccién activa. Esta recuperacion de la
funcidn contréactil tras un periodo prolongado de isquemia se explica porque junto al tejido
necrético estan presentes algunas células dafiadas, en las que el dafio es reversible.

Estas discrepancias en los efectos que la isquemia tiene sobre el miocardio y, mas
concretamente en la duracién de la disfuncién postisquémica podrian ser explicadas por las
diferentes técnicas utilizadas para la medida de la funcién contractil regional

(sonomicrometria, ecocardiografia, etc.). Sin embargo todos los investigadores, incluido
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nuestro grupo, estan de acuerdo en que periodos de isquemia de 15 minutos ocasionan una
disfuncion segmentaria de la contractilidad ventricular que persiste varias horas después de
restablecido el flujo y que la duracién de la disfuncién postisquémica esta directamente
relacionada con la duracién de la oclusién coronaria (Preuss ef al., 1987; Hanich et al,
1993).

Un dato importante que se observa cuando analizamos el patrén evolutivo de la FA
durante la reperfusién, es la significativa mejoria de sus valores en el primer minuto de
reperfusion para, posteriormente, ir empeorando progresivamente. Estos hallazgos vienen a
sefialar que estos primeros instantes constituyen un “punto-clave” en la lesion por
reperfusion, probablemente relacionado con el incremento de calcio citosélico y el pico en la
produccién de radicales libres que se produce entre los 2-4 minutos de iniciada la fase de

reperfusion.

A pesar del descenso de la contractilidad segmentaria en el 4rea isquémica, no se
objetivan modificaciones significativas de la dP/dt (dato indirecto de funci6n ventricular),
probablemente debido al escaso territorio afecto (tercio distal de la arteria descendente
anterior) y al efecto compensador del area no-isquémica. Estos hallazgos son similares a
los descritos por Sharma y cols. (1975), quienes no objetivan modificaciones de la dP/dt en
el perro cuando ocluian la arteria descendente anterior durante 30 minutos, pero si
observaban una depresi6n significativa de sus valores cuando la oclusién coronaria era de 60

6 90 minutos.

2.2.-Efectos de episodios repetidos breves de isquemia sobre la contractilidad

miocardica.

La primera comunicacion sobre los efectos que la isquemia subletal repetida ejerce en
el miocardio se debe a Geft y cols. (1982), los cuales mostraron como oclusiones de 5 a 15
minutos cuando son repetidas podian producir un dafio a nivel histoquimico acumulativo.
Posteriormente otros autores han mostrado resultados similares en diversos protocolos de
isquemias repetidas. Nicklas y cols. (1985) observan en un modelo canino, como tras 16
oclusiones repetidas sobre la arteria descendente anterior de 5 minutos seguidas de 10
minutos de reperfusién entre ellas, dejando una hora de recuperacion tras finalizar el
protocolo isquemico, provocaban un deterioro progresivo de la funcién sistolica regional de
un 20% tras la recuperacion de la primera oclusion, un 82% tras la octava y un 91% tras la
tltima oclusién, presentando un 104% de afectacion a la hora de recuperacién (p< 0.015).
Asi mismo se vi6 que este deterioro de la funcion regional no iba asociado a una evidencia

enzimdtica o ultraestructural de necrosis miocardica. Zhao y cols. (1992) encuentran
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resultados parecidos en un modelo experimental canino en el que realizan 12 oclusiones
sobre la arteria descendente anterior, con el mismo tiempo de isquemia y reperfusién que los

anteriores autores.

Otros autores describen el efecto acumulativo; asi, Gross y cols. (1992b) lo observan
provocando oclusiones sobre la arteria descendente anterior de 5 minutos de duracién y
repetidas cuatro veces en un modelo canino, permitiendo 5 minutos de reperfusion entre
ellas, y con una hora de recuperacion posterior. Chen y cols. (1992) también comunican
este efecto utilizando un modelo de isquemia de 5 minutos, repetido hasta 8 veces y con 10

minutos de reperfusién entre ellos, permitiendo una hora de recuperacién posterior.

En el presente trabajo observamos como a partir del 3° procedimiento de
isquemia/reperfusiéon la recuperacion completa de la fraccién de acortamiento que se
objetivaba en las primeras reperfusiones (alcanzando valores de hiperdinamia), empieza a
disminuir progresivamente con cada oclusién, hasta alcanzar un deterioro maximo
significativo del 36% al final del protocolo experimental (p<0.05), provocando un verdadero
aturdimiento miocérdico y apuntando hacia un mas que probable dafio acumulativo (figura
D.3).

8 10 12 14 16 18 20

reperfusiones

Figura D.3.- Evolucién de la fraccion de acortamiento de la zona isquémica en la serie Placebo a lo

largo del protocolo de isquemias/reperfusiones breves y repetidas.-

En experimentos previos realizados en nuestro grupo en los cuales se aplica el protocolo
de isquemias breves y repetidas descrito en este trabajo (Pomar, 1992; Pomar et al., 1993),
observamos un comportamiento similar, si bien el dafio en la funcién contractil tiende a ser
ligeramente menor y estadisticamente significativo a partir del 9° procedimiento de
isquemia/reperfusion. Asi tras la 9* oclusién la fracciéon de acortamiento se encuentra
afectada en un 7,1% (p<0.05), tras la 20° oclusion un 14,9% (p<0.05) y tras 60 minutos de
recuperacion se encuentra afectada un 18,9% (p<0.05) con respecto a los valores basales,
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indicando que la disfuncién postisquémica es progresiva y mas evidente cuanto mas tiempo

de reperfusion permitimos tras la finalizacion de la injuria isquémica.

Nuestros resultados vemos que difieren con los comunicados por los autores anteriores
en cuanto al grado de afectacion, pudiendo deberse estas diferencias al distinto tiempo de
isquemia, siendo nuestro modelo mas suave, aunque con un menor tiempo de reperfusion
entre las oclusiones, pero observando al igual que ellos un efecto acumulativo del dafio

producido.

Sin embargo otros investigadores consultados han obteniendo diferencias en cuanto a
los resultados funcionales comunicados, mediante patrones de isquemia repetida diferentes.
Asi, Lange y cols. (1984), utilizando episodios de isquemia de mayor duracioén, observan
como tres episodios de 15 minutos con intervalos de 30 minutos de reperfusion entre ellos y
seguidos por 180 minutos de recuperacion, producen una depresion de la funcion contréctil
durante la isquemia y reperfusién, pero no observan el efecto acumulativo descrito

anteriormente.

Reimer y cols. (1986) utilizando un protocolo isquémico consistente en 4 episodios de
10 minutos y separados por 20 minutos de reperfusion, seguidos por 4 dias de recuperacion,
concluyen que los periodos intermitentes de reperfusion previenen del efecto acumulativo en
cuanto a la depleccién de fosfatos de alta energfa, previniendo también de la necrosis, pese a
que el tiempo total de isquemia sea de 40 minutos. A la misma conclusiéon habia llegado
anteriormente Swain y cols. (1984) utilizando un protocolo de 3 episodios de oclusién de 12
minutos sobre la arteria coronaria descendente anterior y con 10 minutos de reperfusién

entre ellos.

Si observamos los tiempos totales de isquemia descritos observaremos que estos serian
suficientes para provocar un dafio irreversible del miocardio afectado; asi, en el modelo de
Nicklas y cols., el tiempo total es de 80 minutos de isquemia, en el de Zhao y cols. de 60
minutos, Chen y cols. de 40 minutos (igual tiempo que en nuestro modelo); la diferencia
con los modelos de isquemia uinica (< de 20 minutos de isquemia total) es que la disfuncién
mecanica se desarrolla de forma gradual, pero estando asociada al grado de carga isquémica

total (40-60 minutos vs 10-15 minutos).

La diferencia fundamental observada de los trabajos analizados es que unos autores

observan un efecto acumulativo de la isquema que otros no describen. Si analizamos estos
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trabajos podemos apreciar que el grado de afectacién de la funcién puede que no esté en
relacion con el numero de isquemias producidas ni con el tiempo de duracién de cada una de
ellas, sino con los distintos tiempos de reperfusion que existen entre ellas, permitiendo en
mayor o menor medida la recuperacion de la zona isquémica antes de una nueva injuria
isquémica. Asi, observamos que el grado de afectacién de los valores de funcién regional es
menor con tiempos de reperfusion mayores, no asi con tiempos mas breves. A este respecto
Fujita y cols. (1988), con oclusiones de dos minutos de duracién y con intervalos de 30
minutos de reperfusion, observan que el acortamiento sistdlico del area isquémica no se
modifica por la isquemia repetida. Todo ello confirma la importancia que tiene la duracién
de los periodos de reperfusion en el caso de isquemias repetidas. Wynsen y cols. (1991)
demuestran que con similar tiempo de isquemia, cuando los periodos de reperfusiéon son
cortos, se produce un deterioro acumulativo en la fraccion de acortamiento; por el contrario
con intervalos mas prolongados, la recuperacion de la funcién contractil, una vez cesada la

isquemia, es total, sin objetivar disfuncién post-isquémica acumulativa.

El modelo de isquemias breves y repetidas utilizado por nosotros en este trabajo es el
que a mas procesos isquémicos estd sometido, pero también es el que tiene el periodo de
isquemia mas breve de los descritos en la literatura, y el grado de afectacién observado no
difiere con el descrito por otros autores con tiempos de isquemia mayores, por lo que si la
isquemia parece tener una influencia determinante, también debe de ser importante el poco
tiempo de reperfusiéon que dejamos entre cada proceso (3 minutos), pudiendo también
colaborar a la acomodacion del dafio el nimero de procesos de reperfusiéon que se dan en

nuestro modelo.

Analizando los protocolos descritos anteriormente podemos observar como en los
trabajos que no comunican el efecto acumulativo de la isquemia, sus periodos de
reperfusion entre las oclusiones son superiores a los 10 minutos; que en el caso de Reimer y
cols. (1986) alcanza los 20 minutos. Sin embargo en el resto de trabajos en los que se
describe este efecto, el tiempo de reperfusion entre isquemias es siempre menor de 10
minutos. Por tanto, podriamos cifrar en 10 minutos el tiempo maximo de reperfusién entre

los diferentes procesos isquémicos para que exista un efecto acumulativo o no.

Otro aspecto que debemos considerar es el desarrollo de circulacién colateral como
respuesta a un estimulo isquémico, mecanismo que podria explicar la ausencia de disfuncién
postisquémica tras multiples oclusiones breves, con intervalos de reperfusion prolongados.
Varios trabajos realizados por el grupo de D. Franklin en modelos caninos demuestran que,
tras 15 a 20 dias de oclusiones repetidas de 2 minutos con intervalos de 30 minutos durante
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8 horas diarias, desarrollan una circulacién colateral suficiente para aportar los
requerimientos metabélicos del 4rea isquémica y evita la aparicién de disfuncion sistolica
durante un episodio de isquemia (Takahashi ez al., 1982; Fujita et al., 1987).

Posteriormente Mohri y cols. (1989) demuestran que la duracién de la isquemia es vital
para que la circulacién colateral pueda desarrollarse. Asi estos autores, con tiempos totales
de isquemia iguales a los anteriores (90 minutos), observan como con oclusiones de dos
minutos se desarrolla circulacién colateral, y por el contrario, cuando las oclusiones son de

15 segundos, no existe estimulo suficiente para la angiogénesis.

En nuestro modelo el tiempo de cada oclusion es igual al de los anteriores autores,
aunque el tiempo de isquemia total es menor, pensamos que no existe estimulo ni tiempo
suficiente, dado que se producia el sacrificio del animal inmediatamente tras finalizar el

protocolo isquémico.

Hemos observado también en nuestro trabajo como la zona sometida a isquemia
repetida experimenta un aumento de su longitud tanto en teledidstole como en telesistole. El
aumento de la longitud en telesistole estd directamente relacionado con la pérdida de
acortamiento propio de la disfuncion sist6lica. Pero el aumento de la longitud telediastdlica
indica que en el miocardio aturdido la funcién diastdlica estd también afectada. Nicklas y
cols. (1985) observan un aumento de las dimensiones de la zona isquémica, similar al
observado por nosotros, con isquemias repetidas de 5 minutos. También en la clinica se ha
demostrado persistencia de anormalidades diastlicas tras periodos repetitivos de isquemia
durante la practica de angioplastias coronarias (Wijns et al., 1986).

Al igual que ocurre ante una isquemia tnica y prolongada y como se ha puesto de
manifiesto en trabajos previos (Nicklas e al., 1985), hemos podido objetivar que el
empeoramiento de la funcion sistélica en el tejido isquémico va acompafiado de un
incremento compensador en la funcién del tejido no-isquémico, més acusado a medida que
van aumentando el ntimero de oclusiones (méximo del 70% en la isquemia n° 11), con
recuperacion de los valores iniciales durante las reperfusiones, pero manteniendo cifras en
todo momento por encima de las basales. Este aumento compensador, junto con la brevedad
de los periodos de isquemia, probablemente sean los responsables de la ausencia de
variaciones en la dP/dt (dato indirecto de la funcién ventricular) durante las oclusiones

coronarias, a pesar del amplio territorio afectado.

Asi mismo se ha objetivado como la funcién contractil regional permanece deprimida
durante un largo periodo de tiempo (dependiendo de la severidad, duracion y localizacion
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del episodio isquémico previo), a pesar de la restauracion normal del flujo coronario. Gall y
cols. (1993) ocluyendo la arteria descendente anterior del perro dos veces, con un tiempo de
duracién de isquemia total de 15 minutos cada una de ellas, y con una hora de reperfusion
entre ellas, observan como la repeticién de la isquemia retrasa la recuperacion de la funcion,
si lo comparamos con un episodio de oclusién Unica; y que esta disfuncién puede seguir
empeorando a pesar de la reperfusion. En un estudio realizado previamente en nuestro
laboratorio  observamos como tras finalizar el protocolo isquémico la fraccion de
acortamiento sigue afectdndose de forma progresiva hasta un méximo en el 5° dia de
seguimiento del 67,88% con respecto al valor basal (p<0.001), tardando un total de 15 dias
para su total recuperacion (Pallares, 1996). Esta disfuncion acumulada Gall y cols. la
denominan "Myocardial Creep” (Miocardio decrépito). Este concepto segun estos autores

podria ayudar a explicar la disfuncién acumulada en los procesos de isquemia repetida.

“Creep” es una cualidad material definida como un cambio en la longitud segmentaria
bajo unas condiciones de carga constantes y que histologicamente se correlacionaba con un
ensanchamiento de las bandas I y un incremento de la longitud de las miofibrillas, y que no
suele verse en los estudios histologicos debido posiblemente a las técnicas de fijacion del
tejido. Este incremento de la longitud de las miofibrillas mantiene menos puentes de actina-
miosina y disminuye la demanda energética. Es un fenémeno estructural que persiste tras el
cese del evento que lo pone en marcha (isquemia-carga), por lo que isquemias repetidas
pueden producir tirones acumulativos o creep, sin producir necesariamente un dafio
acumulativo en la maquinaria metabdlica celular. Por ello la contribucién del fendmeno
creep miocardico a la disfuncion tras isquemias repetidas concuerda con estudios previos
que informan de una estructura histolégica normal, disminucién de la demanda energética y

un pequefio efecto adicional sobre el metabolismo celular.

En el estudio ultraestructural observabamos como existia una disolucién de las bandas
Z, lo que permitia el contacto de mitocondrias de distinto sarcomero y su fusion. Es muy
probable que el analisis futuro préximo de estas bandas nos aporte mas informacién sobre el

grado de disfuncién observada en nuestro modelo.

Recientemente, Di Carli y cols. (2000), en un trabajo experimental sobre 10 perros
sometidos a 4 procesos de isquemias de 5 minutos de duracion, separados por 5 minutos de
reperfusién, comprueban que el descenso persistente de la contractilidad segmentaria se
asociaba a una disminucién en la extraccion de glucosa por parte del miocardio aturdido
(73% respecto al basal; p <0.001) y a un descenso significativo del metabolismo oxidativo,
que persistian a las 24 horas del protocolo isquémico, normalizdndose a la semana. Estos
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hallazgos sugieren una adaptacién metabélica tnica en el miocardio sometido a isquemias

multiples.

A pesar de la gran cantidad de estudios realizados, el mecanismo fundamental de la
disfuncion contractil en el miocardio aturdido no estd completamente aclarado, implicandose
en la actualidad, entre otras, alteraciones en la expresién y/o estado de fosforilacion de
proteinas reguladoras de la homeostasis del calcio, como el fosfolambam, junto a una
reduccién de los niveles de AMPc (Luss et al., 2000); y alteraciones en €l contenido y
actividad de determinadas metaloproteinasas que contribuirian a la expansion miocardica de
disfuncién contractil (Lu ez al., 2000).

Podemos concluir, tras analizar nuestros resultados y los de los autores que hemos
consultado, que los determinantes de la disfuncion postisquémica son la duracién de la
isquemia, la duracién de los periodos de reperfusién (tanto en cuanto impiden que se
complete la reperfusién) y el numero de isquemias/reperfusiones, de tal forma que la
intensidad y duracién de la disfuncién van a ser directamente proporcionales a la duracion y
numero de isquemias/reperfusiones e inversamente proporcional a la duracién de los

periodos de reperfusion.

3.- ALTERACIONES MORFOLOGICAS EN EL MIOCARDIO SOMETIDO A
ISQUEMIA/REPERFUSION. ESTUDIO ULTRAESTRUCTURAL.-

Después de demostrar que, tanto tras isquemias breves y repetidas como tras una
isquemia tnica y prolongada, se produce una afectacion de la contractilidad, el siguiente
objetivo en nuestro trabajo fue conocer si dichas alteraciones de la funcion regional tenian

su traduccidn a nivel ultraestructural, y fundamentalmente a nivel mitocondrial.

La reperfusiéon precoz es el requisito fundamental para la supervivencia del tejido
isquémico, sin embargo, existen evidencias de que la reperfusion no est exenta de riesgos y
que éstos, de forma paraddjica, podrian producir lesiones que llegaran a destruir células
potencialmente viables (Opie, 1989). Desde el punto de vista morfoldgico la reperfusion tras
un perfodo suficientemente prolongado de isquemia conduce a una desintegracion de
miocitos, con tumefaccién celular, alteraciones en el sarcoplasma, tumefaccion y
fragmentacién de las mitocondrias y contraccién de sarcomeros con formacion de multiples

bandas de contraccién (necrosis por contraccion) (Herdson et al., 1965; Frank et al., 1986).

- 176 -



Por el contrario, en los infartos no reperfundidos se ven menos anomalias, con miofibrillas

relajadas y con una estructura celular conservada (necrosis por coagulacién).

La necrosis en bandas de contraccién asociadas con la reperfusién habitualmente
involucra grandes areas contiguas de miocardio, pero después de episodios isquémicos mas
breves, este tipo de lesidon puede ser bastante focal, hallandose miocitos destruidos

inmediatamente adyacentes a células intactas (Schaper y Schaper, 1983).

En los distintos modelos analizados en los que se provoca un aturdimiento del
miocardio isquémico, y en los que este episodio es unico (menos de 20 minutos), las
lesiones  ultraestructurales  observadas tras la reperfusién son  semejantes,
independientemente de la duracién de la isquemia (10, 15 minutos). Asi se observa como
cambios mads significativos la distribuciéon de la cromatina en el area perinuclear, la
disminucién de la densidad citoplasmatica y la aparicion de granulos de lipofucsina, edema
interfibrilar y aumento del volumen mitocondrial, con desorganizacién de las crestas y

relajacion y alargamiento de las bandas I.
3.1. Isquemias breves y repetidas.-

El estudio morfoldgico realizado bajo microscopio 6ptico en nuestro modelo, en el cual
provocamos multiples episodios de isquemia/reperfusion, no reveld signos evidentes de
necrosis ni infiltracién por neutréfilos en ninguna muestra de tejido isquémico ni en las
muestras de tejido control. Henrichs y cols. (1987), en un modelo canino con periodos
repetidos de isquemia de 3 minutos de duracién y seguidos de intervalos de reperfusion de 7
minutos, tampoco detectaron necrosis cuando el tiempo acumulado de isquemia era de 45
minutos, y solo en uno de los trece perros utilizados encontraron minimas zonas de necrosis
en tejido subendocardico después de 90 minutos de isquemia acumulada. Por el contrario,
tras 90 minutos de oclusién permanente evidenciaron necrosis en grandes zonas de epicardio

y endocardio en el 95% de los casos.

Cuando estudiamos con microscopia electronica la ultraestructura de las muestras de
tejido control, observamos que existe un pequefio porcentaje de mitocondrias dafiadas, las
cuales representan la consecuencia del recambio metabélico normal existente en el tejido.
En el analisis del tejido de la zona isquémica, aparentemente integro al microscopio Optico,
hemos encontrado importantes alteraciones de la estructura mitocondrial consistentes
principalmente en aclaramiento de su matriz, desorganizacién de crestas, vacuolizacién y
disminucién de su densidad numérica. Ademas hemos observado una mayor proporcion de
mitocondrias dafiadas con respecto a la zona control, préximas a la significacién. En cuanto
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a su tamafio y morfologia, las mitocondrias de la zona isquémica aparecen mas hinchadas,
con un aumento significativo en el area, perimetro y eje mayor, lo que da lugar a un

volumen mitocondrial aumentado.

En el nicleo hemos visto cambios en la disposicién de la cromatina, que pasa de una
situacién de interfase, en donde predominan los acimulos perinucleares, a una dispersion de
la cromatina (ntcleos menos electrodensos), reflejando la intensa actividad que esta
desarrollando el nicleo para la transcripcion de ciertos genes responsables de poner en
marcha los procesos necesarios para el recambio mitocondrial y recuperacién funcional del

tejido.

Deteniéndonos en la evaluaciéon de la lesiébn mitocondrial, la valoracidén de las
mitocondrias dafiadas pasa de un 8,6% en la zona control a un 14%, tras la aplicacién del
protocolo isquémico, mientras que las mitocondrias fusionadas pasan del 2,8% al 3,5%,
diferencias no estadisticamente significativas. Resultados similares han sido obtenidos por
nuestro grupo en trabajos previos utilizando el mismo protocolo isquémico (Pallarés, 1996).
En €l se podia observar un aumento significativo en el dafio mitocondrial tras la realizacién
de las isquemias, junto con un aumento en el porcentaje de mitocondrias fusionadas, que
alcanzaba el 54% a las 24 horas de realizado el protocolo isquémico. Por el contrario, el
porcentaje de mitocondrias emparejadas no mostraba variaciones significativas. Estos
hallazgos ponen de manifiesto la importancia del momento en el que se realiza el estudio.
Asi en el andlisis realizado inmediatamente tras la finalizacién del protocolo isqiemico, el
dafio mitocondrial es ligeramente superior al tejido control. En cambio, cuando el analisis se
realiza a las 24 horas, las alteraciones mitocondriales son mas evidentes e importantes. Ello
implica un dafio mitocondrial progresivo e intimamente relacionada con la disfuncion

postisquémica observada.

Cuando los procesos isquémicos son breves y repetidos, con tiempos de reperfusion
largos, no se observan diferencias en la ultraestructura con respecto al tejido control; pero
cuando los tiempos de reperfusién son también cortos, si se observan alteraciones tras la

recuperacion, lo cual concuerda con nuestras observaciones (Basuk ef al., 1986).

En estudios realizados previamente en nuestro laboratorio, se ha podido observar
que las lesiones ultraestructurales mitocondriales descritas persistian incluso tras varios dias
de realizado el protocolo isquémico. Incluso a nivel del citoplasma persistia la presencia de
granulos de lipofucsina (formados por productos de degradacién de las mitocondrias
dafiadas); asi al 5° dia, el porcentaje de granulos encontrados era del 2% (p<0.01), siendo a
los 10-15 dias de 2,7% en la zona aturdida contra un 0.4% de la zona control (p<0.01)
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(Pallarés, 1996). Posteriormente se observaba una recuperaciéon progresiva del dafio

mitocondrial entre los 10-15 dias.

De los autores consultados no hemos encontrado ningiin trabajo en el que se realice un
estudio ultraestructural semejante al nuestro, con inclusion del andlisis estereologico

mitocondrial.

Algunos autores han atribuido la disfuncién postisquémica a las alteraciones
estructurales de la matriz colagena extracelular. Zhao y cols. (1987), después de 12
oclusiones de 5 minutos de duracién con intervalos de reperfusion de 10 minutos,
observaron con microscopia electrénica que el tejido con disfuncidén postisquémica
presentaba una matriz coldgena con fibras enrolladas y discontinuas e incluso zonas con
pérdida de matriz. Este autor piensa que esa pérdida de coldgeno es la causa principal del
aumento en la compliance miocéardica y de la pérdida de contractilidad que se observa en el

miocardio aturdido.

En contra de esta teoria Whittaker (1991) ha comunicado que el dafio coldgeno
solamente aparece cuando la disfuncién postisquémica estd producida por oclusiones
repetidas y no por oclusiones aisladas a pesar de que en los dos casos puede existir una

similar afectacion de la funcidon contractil.

En nuestra opinién, uno de los principales substratos patolégicos del aturdimiento
miocardico en el miocardio sometido a isquemias breves y repetidas serfa el dafio
ultraestructural del aparato mitocondrial que impide que las fibras afectadas dispongan de la
energia necesaria para contraerse de un modo adecuado y por lo tanto llevan a una
disfuncidén regional evidente que persistird hasta que los organulos intracelulares se hayan
regenerado. Este dafio mitocondrial, asociado probablemente a dafio funcional, podria
relacionarse con el nimero de procesos de reperfusion y la sobrecarga de calcio que pueden

originar.

Otras alteraciones que hemos descrito, como la rotura de las bandas Z también podrian
contribuir a la afectacion de la funcién, quedando pendiente un andlisis mas detallado para
futuros estudios. Finalmente podemos observar que tanto las alteraciones metabdlicas como
ultraestructurales que se producen con la isquemia pueden volver a recuperarse con la
restauracion del flujo coronario que se habia interrumpido, y ésta depende tanto del tiempo

de isquemia como de reperfusion.
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3.2.- Isquemia unica.-

La presencia de alteraciones mitocondriales ha sido observada por otros investigadores
con periodo de isquemia unico y mdas prolongado en el tiempo, de 10-20 minutos de
duracién. Todos los corazones muestran pérdida de glucogeno, agregacion periférica de la
cromatina nuclear y generalmente cambios mitocondriales moderados, con hinchazén
mitocondrial en mayor o menor grado, y sin signos de dafio irreversible (necrosis)
(Heggtveit A., 1969) Greve y cols. (1990) analizan estos cambios morfologicos en gatos
con térax abierto sometidos a diferentes tiempos de oclusion de la arteria interventricular
anterior y, tras 10 minutos de isquemia, observan mitocondrias hinchadas, aumento de la
fragilidad del sarcolema y acumulos de gotas lipidicas. A los 20 minutos de isquemia la
fragmentacion del sarcolema, el agrupamiento y la marginaciéon de la cromatina y un
importante edema citoplaméstico son evidentes. Asi mismo se objetivé un aumento de

volumen mitocondrial en todos los grupos.

El estudio morfologico realizado bajo microscopio Optico en nuestros modelo de
isquemia tnica de 15 minutos, no revel signos evidentes de necrosis ni infiltraciéon por
neutr6filos en ninguna muestra de tejido, ni de la zona isquémica ni de la zona control. Sin
embargo cuando estudiamos con microscopia electronica la ultraestructura de las muestras
de tejido control observamos que existe un pequefio porcentaje de mitocondrias dafiadas y
fusionadas, asi como granulos de lipofucsina y vacuolizacién intramitocondrial, parametros
que representan el recambio metabdlico existente en el tejido normal (datos similares a los

objetivados en el protocolo de isquemias breves y repetidas).

Al analizar el tejido post-isquémico tras 60 minutos de reperfusion, no hemos encontrado
diferencias significativas respecto al tejido control en cuanto al dafio mitocondrial, las
fusiones y emparejamientos mitocondriales y los granulos de lipofucsina. Tampoco se han
encontrado diferencias en el tamafio y la morfologia de las mitocondrias de ambas zonas.

Estos hallazgos son similares a los encontrados por otros autores y ponen de manifiesto la
importancia de los tiempos de reperfusién en las alteraciones ultraestructurales ante una
isquemia unica. Asi, Jennings y cols. (1985) en un modelo de isquemia de 15 minutos en el
perro, observan que tras 3 minutos de reperfusion se objetiva un importante hinchazén
mitocondrial, mientras que tras 20 minutos de reperfusion, la ultraestructura miocdrdica fue
esencialemente normal, practicamente indistinguible de la zona control, con la presencia de
glucdgeno y la distribucién uniforme de la cromatina nuclear; estos hallazgos se mantenian
tras 1, 24 y 96 horas de reperfusién. Tampoco Reimer y cols. (1983) objetivaron diferencias
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ultraestructurales entre el tejido control y una zona sometida a 15 minutos de isquemia y 24

horas de reperfusién.

Basuk y cols. (1986) estudian la ultraestructura celular inmediatamente después de una
oclusion de 10 minutos de la arteria coronaria circunfleja en el perro y aprecian ligera
marginacién de la cromatina nuclear, ausencia de granulos intramitocondriales y pérdida
parcial de glucdgeno. En otro grupo de animales con un periodo de isquemia similar pero
seguidos de 20 minutos de reperfusién observan una completa recuperacién de las
alteraciones intracelulares, y en un tercer grupo después de cuatro oclusiones de 10 minutos
con intervalos de reperfusion de 20 minutos, tampoco encuentra alteraciones. Estos
hallazgos son concordantes y podrian explicar las experiencias de Wynsen (1991) sobre la

importancia de los periodos de reperfusion en la aparicién de disfuncién postisquémica.

Podemos concluir que cuando el analisis estructural se realiza tras un tiempo minimo de
unos 20 minutos tras producirse la reperfusion, los diferentes autores consultados no han
encontrado diferencias con respecto a los hallazgos en tejidos controles, como ha ocurrido
en nuestro modelo. Pensamos que la ausencia de alteraciones en la estructura mitocondrial
apunta a alteraciones en la funcién mitocondrial (por ejemplo una inhibicién en la
utilizacién del gradiente electroquimico de H' para la produccién energética), o bien a
alteraciones extramiocitarias, como las responsables de la disfuncién contréctil persistente
observada en el tejido sometido a una isquemia tinica de 15 minutos. Algunos autores han
objetivado disminuciones de la reserva coronaria en perros sometidos a una isquemia breve
y reversible, sugiriendo que la magnitud de las anormalidades vasculares tras la isquemia
aumentan con la duracién de la obstruccién coronaria (Triana y Bolli, 1991).
Chandrashekhar y cols. (1999b), en un modelo de cardiomiocito aislado, sugieren que
anormalidades en la matriz extracelular o en el acoplamiento entre el miocito y el tejido
intersticial pudieran ser las responsables de la génesis de la disfuncién objetivada en el

aturdimiento miocardico.
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4.- TRIMETAZIDINA Y ATURDIMIENTO MIOCARDICO.-
4.1.- ESTUDIOS EXPERIMENTALES.-

“Cito y cardioproteccién” deben definirse estrictamente como la capacidad de un agente
0 una intervencion en mejorar directamente la capacidad del miocito para sobrevivir al dafio
inducido por la isquemia/reperfusion, independientemente de otras acciones hemodindmicas
o posibles efectos en la circulacion coronaria. Estos términos indican la capacidad de un
agente de actuar a nivel celular, molecular, metabdlico, en la homeostasis idnica y/o en la
funcién de membrana, que son afectadas durante la isquemia/reperfusién y conducen hacia
el dafio irreversible. El efecto citoprotector del agente puede ser facilmente testado a nivel
experimental, donde los efectos coronarios pueden ser controlados y separados de sus
efectos directos sobre el metabolismo o a nivel molecular del miocito. Los pardmetros mas
utilizados para analizar su accién protectora son: 1) reduccién en el tamafio del infarto de
miocardio; 2) recuperacién de la funcién mecédnica y/o metabolica; 3) utilizacion de
sustratos; 4) reduccion del lactato; 6) recuperacion rapida de los depoésitos de alta energia; 8)
integridad de las membranas celulares e intracelulares; 9) metabolismo de la adenosina; 9)

toxicidad del oxigeno y 10) eliminacién de las sustancias intracelulares.

Muchos han sido los agentes que han sido analizados en preparaciones de corazdén
perfundido o aislado y que han sido clasificados mediante estos endpoints como
cardioprotectores (calcioantagonistas, betabloqueantes, derivados de carnitina, diferentes

tipos de antioxidantes, etc) y, por supuesto, la TMZ.

Los trabajos experimentales realizados en células, tejidos u érganos aislados y en el
animal entero demuestran que la TMZ acta a nivel del metabolismo celular, oponiéndose
punto por punto a todas las consecuencias que el déficit de oxigeno induce en la célula
isquémica, comportandose como un verdadero agente antiisquémico. Asf se ha observado
que la TMZ:

1.-  Preserva la produccion energética. En corazones aislados de rata perfundidos con

una solucién hipdxica, la TMZ evita la caida de las tasas intracelulares de compuestos ricos
en energia, como son el ATP y la fosfocreatinina. En la reperfusion permite una restauracion
més rapida y completa del potencial energético de la célula, acelerando la recuperacion de
las reservas energéticas (Allibardi et al., 1998). En un modelo de corazén aislado de rata en
parada cardiaca, la adiccion de TMZ al liquido de cardioplegia mejora significativamente el
estado energético, caracterizado por una aceleracion de la sintesis de fosfocreatina, de la
reconstituciéon del pool de ATP y una menor acumulacion de fosforo inorganico. Como

- 182 -



consecuencia de ello, la funcién cardiaca, representada por la presion ventricular izquierda,
mejora significativamente (Aussedat, 1993). Posteriormente el mismo grupo confirmé los
datos en un modelo similar de conservacion a largo plazo de corazones de rata, objetivando
también una mayor restauracion de la formacion de NADPH en el grupo tratado con TMZ,
lo que traduce una mayor eficacia en la produccion de ATP a nivel mitocondrial (Kay et al,
1995). Esta mejora en la fosforilacion de nucleétidos de adenina podria ser resultado de un
uso mitocondrial mas eficiente del oxigeno residual, como ya sugirié Lavanchy y cols.
(1987) en un estudio sobre los efectos de TMZ en corazones aislados de rata. En €l se
analiz6 mediante determinaciones de fosforo®! por espectroscopia con resonancia magnética
nuclear, el efecto de la TMZ sobre las concentraciones de ATP, fosfocreatina y fosforo
inorganico (Pi) en corazones de rata sometidos a situaciones de isquemia global parcial y
total. Observaron como la restauracion de los procesos de fosforilacion en la reperfusion (a
través del cociente ATP/Pi) es mas rapida bajo el influjo de la TMZ que en corazones
normales; en el grupo perfundido con TMZ la concentracion de ATP fue mayor (38%), junto

con una menor acumulacion de Pi en comparacion con el grupo control.

2.- Limita la acidosis intracelular y los trastornos ionicos inducidos por los

desordenes metabdlicos asociados a la isquemia. El desarrollo de la acidosis durante la

isquemia es un proceso multifactorial que tiene como resultado una produccién excesiva de
protones y una eliminacion reducida (o ausente) de protones en la célula. La accién de la
TMZ sobre los sistemas de transporte idnico de las membranas ha sido estudiado por
Renaud (1988) en membranas purificadas a partir de cultivos en capas monocelulares de
miocitos de diferentes especies animales. Los resultados demuestran que, en condiciones
fisiolégicas, la TMZ no modifica en absoluto ni la estructura ni la funcién de los canales de
sodio y del calcio dependientes de la diferencia de potencial, ni la bomba Na'/K" ATPasa.
Por el contrario, en condiciones de carga acida, la TMZ protege a la célula cardiaca contra la
acumulacién de H' durante la isquemia, limitando la acumulacién intracelular de Na® y de
Ca™ y evitando la aparicién del edema y de las perturbaciones eléctricas de la membrana.
Este resultado confirma la hipétesis de Lavanchy y cols. (1987) de que la TMZ protege la
célula contra la acidosis celular al poner de manifiesto en sus investigaciones que la acidosis
intracelular inducida por la isquemia se desarrollaba mas lentamente cuando los corazones
estaban perfundidos con TMZ (pH de 6.4 vs 6.0, al final de la isquemia) en un modelo de
corazén de rata. Al limitar la acumulacion de protones en las celulas miocardicas
isquémicas, la TMZ reduce la entrada de Na' en relacién con la activacion de la bomba Na'-
H' y secundariamente reduce la acumulacién intracelular de Ca™ inducida por la bomba
Na'-Ca™. De esta forma, la TMZ puede indirectamente, y al menos temporalmente, limitar
la acumulacién de calcio en el miocardio isquémico. Similares resultados se han obtenido
en un modelo de isquemia moderada (70%) sobre corazon de ratas, en el que se demuestra
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una menor reduccion del pH intracelular durante la isquemia en el grupo tratado con TMZ,
mas acusado cuando el sustrato metabdlico son &cidos grasos (EL Banani, 1998). Asi
mismo, la TMZ mejora la viabilidad de las células aisladas de miocardio de rata sometido a
hipoxia en presencia de concentraciones extracelulares elevadas de calcio (Cruz et al,
1987). En ausencia de TMZ en el medio de incubacidn, el stress hipoxico en presencia de
calcio provoca una reduccion de al menos el 60% en el nimero de células miocardicas
viables, mientras que la adicion de TMZ se acompafia de un aumento significativo en el
numero de células viables asociado a un mantenimiento superior de los niveles celulares de
ATP. Asi mismo se objetiva una preservacion del contenido intracelular de K* de los
miocitos aislados de rata y mantenidos en condiciones de hipoxia.

3.- Protege la célula v las estructuras celulares de los efectos toxicos de los
radicales libres. La TMZ disminuye la peroxidacién de los lipidos de membrana y
disminuye la fuga de potasio, lo cual favorece el mantenimiento tanto de la respiracion

mitocondrial como de la integridad de las membranas y, en consecuencia, el mantenimiento
de la vida y las funciones celulares (Maridonneau-Parini et al, 1987). Dicho efecto no
parece realizarse a través de la estimulacién de las enzimas intracelulares encargas de
eliminar los radicales libres. Maupoil y cols. (1990) estimaron la producccion de radicales
libres derivados del oxigeno durante la reperfusion del corazédn aislado de rata sometido a un
periodo de bajo flujo de 10 minutos de duracién (1,2 ml.min™). Sus hallazgos indicaron que
la adicién de TMZ (10” M) en la solucién de perfusién cardiaca disminuia la cantidad de
radicales libres producidos durante la reperfusion, en especial el radical peroxilo. Guarnieri
y Muscari (1988) han estudiado la formaciéon del radical superdxido y de dialdehido
malénico (producto de degradacion de la lipoperoxidaciéon) en mitocondrias de corazén de
ratas intoxicadas con monocrotalina. Esta sustancia, un alcaloide de origen vegetal, provoca
insuficiencia cardfaca en la rata y reduce la funcién mitocondrial, con depleccién de
compuestos de alta energia y producciéon de radicales libres. En dicho modelo, la
intoxicacién por monocrotalina se consigue mediante una tnica inyeccién de 105 mg/kg. El
grupo tratado recibe a continuacion trimetazidina (Smg/Kg) durante 21 dias; posteriormente
se preparan las mitocondrias a partir de los corazones aislados. En comparacion con el grupo
de ratas controles que sélo recibieron la monocrotalina, la administracién de trimetazidina
redujo la gravedad de la insuficiencia cardiaca inducida por el alcaloide, preservéd la
respiracién mitocondrial y la produccién de ATP y disminuyd considerablemente la
formacién de superdxidos y de dialdehido maldénico en un 50% aproximadamente.
Paralelamente la administracion de TMZ sola a animales no intoxicados no modificé
ninguno de estos pardmetros. Este estudio realizado in vivo demuestra un efecto protector de
la TMZ frente a los radicales libres y subraya una propiedad fundamental: la TMZ sélo
presenta actividad farmacoldgica en un contexto patoldogico. Por el contrario, carece
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absolutamente de accién apreciable sobre los tejidos que se encuentran en condiciones
fisiolégicas. El efecto en la mitocondria parece depender de la administracién de TMZ in
vivo, dado que ello no ocurre cuando la TMZ es directamente administrada en la

mitocondria aislada in vitro.

4.- Reduce el fendmeno_inflamatorio. Como hemos visto en la introduccion,

algunos estudios han enfatizado la importancia de la respuesta inflamatoria en el tejido
miocardico isquémico, caracterizado por edema e infiltracion celular. Esta respuesta
inflamatoria puede agravar las lesiones isquémicas y extender la necrosis en casos de
isquemia permanente. También se ha demostrado en varios modelos experimentales de
ligadura coronaria que, procedimientos tales como la depleccién de neutrdfilos y/o la
administracion de sustancias que inhiben la infiltracién leucocitaria, se acompaiiaba de una
reduccidn en el tamafio del infarto miocardico (Ma et al, 1992). Williams y cols. (1993) en
un modelo de isquemia temporal (30 min.) seguido de 3 horas de reperfusion en el conejo
capaz de estimular la infiltracién leucocitaria a través de neutréfilos marcados con indio'!!,
demostraron que la administracion intravenosa de TMZ prevenia la activacion de los
neutrdfilos, disminuyendo su concentracién en la zona isquémica en las primeras horas
postreperfusién, pero no en el drea necrdtica. Dicho efecto no parece ser resultado de una
accion directa sobre los neutréfilos, dado que la acumulacién de dichas células en la piel
secundaria a la administracién subcutdnea de mediadores quimiotdcticos, no se vio
modificada por la administraciéon de TMZ. El edema intracelular no se vié modificado por el

tratamiento farmacologico.

Asi mismo también se ha objetivado que la TMZ inhibe la produccion de tromboxano A;,
Al parecer, la TMZ produce una inhibicién de la cascada del acido araquidénico y, por
tanto, una disminucion de la producciéon de tromboxano A, que se traduce en un descenso de
la agregabilidad plaquetaria in vitro (Shirahase et al., 1988). En un modelo canino de
enfermedad coronaria, la TMZ previene la agregacion plaquetaria sin provocar trastornos en
la coagulacion ni incremento en el tiempo de sangrado; poniéndose en duda que este efecto
sea debido a una inhibicién de los receptores de trombina o de fibrindgeno, o a una
interferencia con el metabolismo del 4cido araquidénico (Belcher et al., 1993).

5.- Reduce la contractura isquémica. La contractura isquémica es uno de los

puntos clave de la isquemia grave de miocardio. Aunque la contractura en si misma es
potencialmente reversible, puede provocar un problema importante al establecer un circulo
vicioso, comprimiendo las arterias coronarias y disminuyendo ain mas el flujo coronario
isquémico ya disminuido. Asi, la prevencién de la contractrura deberia ser uno de los
objetivos en el enfoque global del descenso de la lesion cardiaca isquémica irreversible en
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modelos animales. Opie y Boucher (1995) evaluaron el efecto de la trimetazidina sobre el
desarrollo de contractura isquémica en ratas Wistar y objetivaron como la adicién de
trimetazidina (10° M) a la solucién de perfusién limita la contractura isquémica en
corazones, tanto sin pretratamiento como con tratamiento previo con TMZ. Sin embargo la
preservacion es significativamente mejor en el grupo pretratado con TMZ, segun lo indica la

reduccion de dos tercios en la contractura isquémica méxima.

En resumen, la TMZ, actuando en una fase anterior a la sucesion de los acontecimientos
asociados con la isquemia celular, permite por un lado la recuperacién del metabolismo
energético y, por otro lado la reduccién de la acidosis intracelular. La consecuencia directa
de estas acciones es el mantenimiento de los gradientes i6nicos de membrana indispensables
para la funcién eléctrica y contrictil del miocardio. Al mismo tiempo, permite atenuar o
retardar la fase agravante asociada al choque oxidante del proceso de reperfusién. Todos
estos datos experimentales sugieren un efecto antiisquémico directo y real de la TMZ, sin
relacién con alteraciones en la balanza aporte-demanda de oxigeno y que se van a traducir
en una disminucién de una de las consecuencias funcionales mas importantes de la isquemia

y la reperfusioén: el aturdimiento miocardico.

Todas las caracteristicas anteriormente descritas, asi como los resultados de los
diferentes autores consultados bajo diferentes condiciones isquémicas (tanto in vivo como in
vitro), nos animaron a utilizar este firmaco para estudiar su comportamiento bajo 2
condiciones isquémicas diferentes: en nuestro modelo de aturdimiento miocéardico por
isquemias breves y repetidas, y ante una isquemia Unica, mas prolongada en el tiempo y que

habia demostrado en otros estudios producir aturdimiento.

Asi, en el modelo de isquemias breves y repetidas, cuando comparamos la evolucion de
la fraccion de acortamiento de la zona isquémica en la serie tratada con TMZ durante la
aplicacion de las sucesivas fases de oclusién coronaria, observamos un comportamiento
similar a la serie Placebo, sin diferencias significativas y con caida de la FA a valores de
acinesia/discinesia. Durante la fase de reperfusion, observamos un mejor comportamiento de
la FA en la serie tratada con TMZ en la que se objetiva una completa recuperacion de sus
valores durante las sucesivas reperfusiones, sin objetivarse un verdadero aturdimiento
miocdrdico al final del protocolo experimental, si bien este mayor grado de recuperacién en
la serie TMZ no muestra diferencias significativas respecto a la serie Placebo donde si se
produce una disfuncién contrictil (97% vs 64% respecto del valor basal). Pensamos que esta
tendencia protectora de la TMZ en la lesién por reperfusién no alcanza valores de
significacion dado el pequefio niimero de la muestra analizada, de tal manera que con una
mayor muestra o bien con un mayor nimero de isquemias/reperfusiones, posiblemente la
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balanza se inclinara hacia la TMZ de forma significativa. Asi vemos que si calculamos la
recuperacion media global de todas las reperfusiones, observamos como ésta es
significativamente superior en el grupo tratado con TMZ en relacién a la serie Placebo
(116.29% vs 78.09%; p<0.001), lo que apunta hacia un probable efecto protector de la TMZ

en la lesion por reperfusion, limitando asi el aturdimiento miocardico.

Nuestros resultados difieren de los encontrados por Koning y cols. (1993) en un
protocolo isquémico muy similar, pero utilizando un modelo animal y una via de
administracion del firmaco muy distintas. Dichos autores estudiaron el efecto de la TMZ en
la recuperacion de la contractilidad regional en cerdos anestesiados y sometidos a 15
oclusiones de 2 minutos de duracion de la arteria descendente anterior, seguida de 120
minutos de reperfusion. La funcidn contractil miocéardica fue determinada mediante técnicas
de sonometria, insertando cristales piezo-eléctricos en la zona isquémica (similar a nuestro
estudio). La TMZ fue infundida en las coronarias (33 pgr.Kg'l.min'l) desde 15 minutos
antes de la primera oclusién hasta finalizar la ultima. Los resultados mostraron que la TMZ
no ejerce ninguna influencia sobre los cambios hemodindmicos, la funcién regional
cardiaca y los eventos metabodlicos inducidos por isquemias repetidas, en comparacién con
un grupo control. Nosotros pensamos que probablemente para ejercer su efecto se necesita
una impregnacién crénica del miocardio con TMZ, como es factible que ocurriera en nuestra
serie donde ésta fue administrada durante un periodo de tiempo previo (1 semana), si bien

no hemos encontrado en la literatura ninguna base que apoye nuestra hipétesis.

Con respecto a la funcién segmentaria de la zona no sometida a isquemia, observamos
un ligero incremento de sus valores durante la obstruccién coronaria (“efecto
compensador”), de hasta un 25% en el grupo TMZ, sin diferencias significativas respecto al
aumento que se observaba también en la serie Placebo durante la obstrucciéon coronaria.
Cuando comparamos la FA de la zona control durante las reperfusiones, vemos que los
valores son ligeramente mayores en el grupo Placebo, sin llegar a ser significativo,
probablemente porque en este grupo la recuperacién de la FA de la zona isquémica es

menor y se necesita una mayor contractilidad “compensadora” del resto de los segmentos.

Un punto que debemos destacar es que este ligero efecto citoprotector de la TMZ se
realiza sin ejercer modificaciones de los pardmetros hemodindmicos (FC, dP/dt y PVI), los
cuales no presentan diferencias en relacién con la serie Placebo, como ha sido puesto de

manifiesto por multiples autores.
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Otro aspecto que hemos analizado es si estas ligeras diferencias observadas en cuanto a
los pardmetros de funcién regional en relacion a la serie Placebo, se traducian en cambios a

nivel ultraestructural.

En el andlisis de la zona control de ambas series (Placebo y TMZ), no hemos
encontrado diferencias significativas en cuanto al dafio mitocondrial, si bien el porcentaje de
mitocondrias dafiadas, fusionadas y emparejadas es discretamente superior en el grupo
tratado con TMZ. Un dato importante es la existencia de una mayor cantidad de granulos de
lipofucsina en la serie tratada con TMZ (p<0.05). La interpretacion de estas modificaciones
ultraestructurales en el tejido control puede ser muy compleja, pero pensamos que
probablemente ello sea traduccidén de una aceleracion del recambio mitocondrial. Llama la
atenciéon que existen diferencias significativas en cuanto a la morfologia y tamaifio
mitocondriales en ambos grupos. Asi, las mitocondrias del grupo tratado con TMZ presentan
un perimetro y un eje mayor superiores al grupo Placebo, mientras que el eje menor es mas
pequefio, sin cambios en el 4rea mitocondrial, adquiriendo las mitocondrias una morfologia

alargada y estrecha (“en bastoncillo™).

Al igual que ocurre en la serie Placebo, cuando analizamos las mitocondrias de la zona
isquémica en la serie TMZ observamos un ligero incremento en el dafio mitocondrial y en
el nimero de fusiones mitocondriales, asi como una ligera disminucién en su nimero por
sarcomero en comparacioén con la zona control, sin llegar a ser significativo. Con respecto al
tamafio mitocondrial, observamos que las mitocondrias de la zona isquémica presentan un
perimetro, drea y eje menor superiores a la zona control, adquiriendo una morfologia mas

“hinchada”.

Cuando comparamos la zona isquémica de la serie Placebo y de la serie TMZ, no hemos
observado diferencias significativas, con unos porcentajes de dafio y emparejamiento
mitocondriales similares en ambas series. Con respecto a las fusiones y vacuolas
mitocondriales, éstas son discretamente superiores en el grupo tratado con TMZ, lo cual
podria relacionarse con una mayor actividad mitocondrial para afrontar la agresién que
supone la hipoxia. Asi, mediante la fusién las mitocondrias de diferentes sarcémeros se
intentaria optimizar la fabricacién de ATP en situacién de bajo contenido en oxigeno. Seria
interesante valorar la evolucién de estas alteraciones a las 24 horas de la reperfusion,
momento en el que las lesiones ultraestructurales son mas evidentes, como se ha puesto de
manifiesto en estudios previos realizados por-nuestro grupo (Pallarés, 1996). Como hemos
visto en el apartado de resultados, las mitocondrias de la zona isquémica del grupo tratado
con TMZ presentan una morfologia mas alargada y un mayor perimetro junto con una
tendencia a eje menor mas pequefio que las mitocondrias del grupo Placebo, manteniendo la
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morfologia en “bastoncillo” que se objetiva en la zona control. Da la impresion que la
isquemia contrarrestara las disminucién del eje menor objetivada en las mitocondrias de la

serie tratada con TMZ.

El hecho de que esa tendencia a atenuar el aturdimiento miocéardico no vaya paralela
con una mejoria en el porcentaje de daflo mitocondrial (aunque si con alteraciones en la
morfologia mitocondrial) podria apuntar a que el dafio estructural objetivado en la
mitocondria no seria el unico factor responsable del aturdimiento, sino que intervendrian
otros factores que escapan a los objetivos de nuestro estudio (pérdida de sensibilidad de las

miofibrillas, alteraciones bioquimicas, ...).

El miocardio aturdido puede representar un problema importante en pacientes con
episodios cortos y repetidos de isquemia (por ejemplo: isquemia silente) que puede conducir
a una disfuncion ventricular izquierda persistente que, en el caso de que fueran frecuentes y
actuasen sobre diversas zonas miocérdicas, podrian desarrollar una miocardiopatia
isquémica. En tal situacién, la prevenciéon de la insuficiencia cardiaca pasaria por la

utilizacion profilactica de fArmacos cardioprotectores antiisquémicos.

Cuando analizamos los datos del 2° modelo de isquemia Unica y prolongada,
observamos que, al igual que ocurria en las isquemias breves y repetidas, la TMZ no
modifica los parametros hemodinamicos, sin encontrar diferencias sustanciales entre el
grupo tratado y el grupo Placebo, ni en situacion basal ni durante la realizacién del protocolo
de isquemia-reperfusién. Cuando analizamos los datos de funcién segmentaria de la zona
sometida a isquemia no hemos objetivado ningtin efecto beneficioso de la TMZ con respecto
al grupo Placebo, con una evolucion de la fraccién de acortamiento de la zona isquémica
similar a lo largo de todo el experimento: caida de los valores de la FA a cifras de acinesia-
discinesia durante la obstruccién coronaria, con importante recuperacién de sus cifras
durante los primeros momentos de reperfusion y posterior empeoramiento progresivo a lo
largo de la reperfusion, alcanzando valores del 41% a los 60 minutos (aturdimiento
miocardico). Ello apunta hacia la posibilidad de que la TMZ solo sea eficaz ante isquemias
moderadas (30-60% del flujo) o bien completas pero de breve duracién y no ante una
isquemia total mas prolongada en el tiempo donde el aporte de oxigeno es nulo y en el que
la lesion por reperfusion es también de mayor intensidad. La pregunta que surge en estos
momentos es si la TMZ podria acelerar en el tiempo la recuperacion del aturdimiento en

nuestro modelo de isquemia Unica.

Con respecto a la funcién segmentaria de la zona no sometida a isquemia, observamos
un ligero incremento de sus valores durante la obstruccién coronaria, al igual que ocurria en
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el protocolo de isquemias breves y repetidas, si bien en este caso este incremento no resulta
estadisticamente significativo, probablemente por el menor tamafio de la zona sometida a
isquemia. Este comportamiento es similar en ambas series (TMZ y Placebo), sin mostrar

diferencias estadisticamente significativas.

Nuestros resultados difieren de los encontrados con otros autores en los que, sobre
modelos diferentes, evidencian una reduccién de las consecuencias funcionales de la
isquemia. Asi, en un modelo de corazén aislado de rata, la TMZ consigue una mayor
recuperacion del gasto cardiaco tras una isquemia completa de 25 minutos seguida de 30
minutos de reperfusion, en relacion con el grupo control (80% vs 55%; p< 0,01), sin
modificar la frecuencia cardiaca ni las presiones adrticas (Rahman ez al.,1989).

A pesar de esta ausencia de beneficio en la recuperacion de la disfuncién post-
isquémica en el grupo tratado con TMZ, quisimos analizar si existian diferencias en el

analisis estructural de las mitocondrias entre ambas grupos.

Como ya vimos en el apartado de resultados, cuando comparamos la zona no sometida a
isquemia en ambas series (TMZ y Placebo) observamos que, si bien no existen diferencias
estadisticamente significativas, existe una tendencia hacia un mayor dafio mitocondrial en el
grupo tratado con TMZ. Asi mismo encontramos diferencias entre ambos grupos en el
andlisis de la morfologia y tamafio mitocondrial: en el grupo tratado con TMZ las
mitocondrias son mas alargadas y estrechas que en el grupo Placebo (p < 0.05), adoptando
una morfologia de “bastoncillo” y con un 4rea menor (proxima a la significacién), datos

muy similares a los encontrados en el protocolo de isquemias breves y repetidas

En el andlisis de la zona isquémica con respecto a la zona control del grupo tratado con
TMZ, vemos que no existen diferencias entre ambos grupos en cuanto al dafio mitocondrial,
con menor nimero de fusiones mitocondriales. En el analisis del tamafio, las mitocondrias
de la zona isquémica son més cortas y mas anchas que las de la zona control, perdiendo esa
morfologia de bastoncillo y adquiriendo una morfologia de mayor volumen a los 60

minutos de reperfusion.

Cuando comparamos los datos de la zona isquémica con el grupo Placebo, no hemos
encontrado diferencias significativas, con un porcentaje de dafio y emparejamiento
mitocondrial similar en ambas series. Con respecto a las vacuolas y granulos de lipofucsina,
éstan son ligeramente superiores en el grupo TMZ, sin llegar a ser significativo. En cuanto al
tamafio mitocondrial, observamos que las mitocondrias isquémicas del grupo TMZ son més

cortas que las del grupo Placebo, con un area, perimetro y eje menor similares en ambos
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grupos. Da la sensacion que la isquemia contrarrestaria las diferencias morfolégicas
objetivadas en la zona control del grupo tratado con TMZ, cambiando hacia una morfologia
mas elipsoidal, y precisando mas tiempo de reperfusion que la mitocondria de la serie

Placebo para recuperar su morfologia inicial (en bastoncillo).

Asi pues vemos que la ausencia de beneficios hemodindmicos de la TMZ en la lesién
por isquemia/reperfusién en nuestro protocolo de isquemia tnica y prolongada, guarda
relacion directa con el andlisis estructural de las mitocondrias, en el que no hemos

encontrado diferencias significativas entre las zonas isquémicas de ambas series.

Dado que, como hemos visto anteriormente, tras 20 minutos de reperfusiéon no se
objetivan cambios significativos en la ultraestructura del tejido isquémico, seria interesante
analizar el dafio mitocondrial en fases mas tempranas, tras una reperfusién inferior a los 20
minutos, con el fin de comprobar si el tratamiento con TMZ modifica el dafio mitocondrial

objetivado tras una isquemia prolongada (Basuk et al., 1986).

La interpretacion de estas modificaciones en la morfologia mitocondrial objetivadas en
el tejido control de las series tratadas con TMZ de ambos protocolos isquémicos puede ser
muy compleja, pero a tenor de los resultados parece importante mantener esa morfologia “en
bastoncillo” para objetivar una mejoria en el aturdimiento miocardico postisquémico (como
se ha puesto de manifiesto en el protocolo de isquemias breves y repetidas). En cambio en el
protocolo de isquemia Unica y prolongada, la pérdida de esa morfologia tras la isquemia se
correlaciona con la ausencia de mejoria en el aturdimiento miocardico. Quizds esa
morfologia mitocondrial observada en los animales tratados con TMZ ponga de manifiesto
la presencia de mitocondrias mas jovenes y més activas desde el punto de vista metabdlico,
con un aumento en el recambio mitocondrial y una aceleracion en la regeneracién de las
mismas (representado por el mayor dafio mitocondrial observado en la zona control del
grupo TMZ), dado que al quedar bloqueada parcialmente la betaoxidacion de los 4cidos
grasos por parte de la TMZ (tedricamente), la mitocondria necesita trabajar, en condiciones
de normoxia, més y metabolizar mayor cantidad de glucosa para generar la misma cantidad
de ATP que si metabolizara los 4cidos grasos (mas de 6 veces); de esta manera la
mitocondria precisaria de mayor superficie de membrana para obtener el ATP y lo

conseguiria a expensas del “alargamiento” en su morfologia.

En la literatura no hemos encontrado ningtn estudio similar al nuestro para poder
comparar los resultados, aunque si se han analizado otras alteraciones ultraestructurales. Asi,
estudios previos ponen de manifiesto que la TMZ protege al miocardio de las alteraciones
tisulares inducidas por la isquemia en ratas sometidas a ligadura coronaria irreversible
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seguida de reperfusion. (Camilleri, 1990). La TMZ parece reducir significativamente el
volumen de la necrosis y la extension de las alteraciones estructurales del tejido, observadas
tanto con microscopia dptica como electrdnica, con una marcada reduccién del edema, asi
como una mayor conservacion de las células endoteliales y un menor incremento de la
permeabilidad de la membrana de las células miocardicas en corazones aislados y
perfundidos de rata (Didier, 1984). Estos datos favorables han sido atribuidos al menor
edema celular observado con la TMZ que favoreceria la conservacidon de la circulacién

capilar, evitando el fenémeno de “no-reflujo”.

La TMZ también reduce la fibrosis inducida por isquemia/reperfusién. Kajstura y cols.
(1996) provocan la obstruccién de la arteria coronaria izquierda en ratas anestesiadas. La
TMZ, diluida en agua, fue administrada oralmente a dosis de 10-20 mg.Kg'.dia. El efecto
de la TMZ fue estudiado en términos de reduccién de la fibrosis inducida por
isquemia/reperfusién. Los autores concluyen que la TMZ reduce significativamente este

Proceso.

La TMZ también ha mostrado su eficacia en la reduccién de otra de las consecuencias
de la lesion por isquemia/reperfusion: la inestabilidad eléctrica. En un modelo de isquemia
miocérdica transitoria (10 minutos) realizada ex vivo mediante la ligadura de la arteria
coronaria izquierda del corazon aislado de rata, la administracion preventiva de
trimetazidina (48 h, 24 h y 6 h antes de la experimentacién) a altas dosis (administracion
intraperitoneal), condujo a una reduccién en la duracién de los episodios de fibrilacién
ventricular inducidos por la reperfusion (327 £ 34 s. en el grupo tratado vs 424 £ 40 en el
grupo placebo). Al mismo tiempo se objetivd una menor acumulaciéon miocérdica de calcio
en el grupo tratado con TMZ. Estos hallazgos condujeron a los autores a formular la
hipétesis que la prevencion de la acumulacién de calcio por la TMZ debia de ser la
responsable, en parte, de la reduccién en las arritmias de reperfusién (Leris y Boucher,
1993). En nuestro estudio un perro del grupb Placebo present6é un episodio de fibrilacion
ventricular durante los primeros momentos de la reperfusion tras la isquemia de 15 minutos
'y dada la escasa incidencia del acontecimiento, no hemos podido obtener resultados

concluyentes al respecto.

Ya hemos visto en el analisis de la ultraestructura del tejido sometido a isquemias
breves y repetidas un ligero incremento de mitocondrias dafiadas y bandas Z afectadas.
Debido a la importancia que las bandas Z tienen en la contractilidad, por su estrecha relacion
con los miofilamentos (los procesos de fusién mitocondrial descritos en este proyecto entre

mitocondrias de distinto sarcomero se realiza por destrucciéon de éstos), consideramos
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interesante valorar los niveles de troponina T como marcador de la disfuncién celular

durante el aturdimiento miocardico.

En estudios previos realizados en nuestro laboratorio sobre dos modelos de isquemia
similares a los realizados en este trabajo (breves y multiples y tnica y prolongada), se
objetivé un aumento significativo de los niveles de troponina T al final de la reperfusion,
tanto en el modelo de isquemias breves (que resultdé maximo a las 24 horas) como en el
modelo de isquemia tnica (méaximos valores al 5° dia) (Capdevila er al., 2001). Los niveles
de troponina fueron superiores en el modelo de isquemia Ginica en comparacién con el
protocolo de isquemias miltiples, a pesar de que la oclusién fue distal y comprometié a
menor masa miocérdica. A la luz de estos resultados parece ser que la duracién del proceso
de isquemia es el més importante determinante para la liberacién de troponina T, siendo
necesario que la isquemia sea continua. Este resultado seguramente se debe a que la lesién
producida por una isquemia de mas larga duracién puede producir mayores lesiones a nivel
del miofilamento liberdndose mayor nimero de moléculas en sangre. La presencia de
numerosos procesos de reperfusion, con el aporte de radicales libres que ello supone, resulta
de menor importancia para la liberacién de troponina. Parece ser que los miofilamentos son
mds sensibles a la isquemia y estd claro que si ésta se fracciona en episodios breves los
dafios no son aditivos. Probablemente isquemias de corta duracién o que incluyan poca masa
miocardica, aunque sean repetidas no producen una elevacion significativa de la troponina T

en sangre periférica.

En nuestro modelo de isquemias breves y multiples vemos que en el grupo Placebo se
produce un ligero aumento, no significativo, de los niveles de troponina T en sangre venosa
periférica tras la realizacion del protocolo isquémico. Probablemente el hecho de no
objetivar un incremento en los niveles de troponina estribe, por un lado, en la precocidad de
extraccion de la muestra tras la realizacion del experimento, precisando un mayor tiempo
para objetivar el incremento de los niveles de troponina, y, por otro lado, en que la
determinacién se realiza en sangre periférica y no a nivel del seno coronario, donde
probablemente los niveles sean mejor reflejo de lo que est4 ocurriendo a nivel miocardico.
Cuando comparamos los resultados con el grupo tratado con TMZ, vemos que no existen
diferencias entre los niveles de troponina T basales y tras la realizacién del protocolo

isquémico.

Recientemente se ha realizado un estudio doble-ciego con el fin de evaluar el efecto
protector de la trimetazidina durante la cirugia de bypass en 30 pacientes mediante la
determinacion de troponina T. En el grupo tratado con TMZ, los niveles de troponina T
fueron estadisticamente inferiores a los del grupo Placebo (p<0.01) en los sucesivos
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controles realizados (5 minutos, 12, 24 y 48 horas tras la intervencién), concluyendo los
autores que la TMZ reducia el dafio por isquemia-repefusion durante la cirugia de bypass,
sin ningun efecto hemodinamico postoperatorio (Tunerir ef al., 1999).

4.2.- -LA TMZ EN LOS ENSAYOS CLINICOS.-

Aunque los trabajos experimentales demuestran sin ningiin género de duda que la TMZ
protege el metabolismo, la estructura y la funcién del miocardio isquémico, los ensayos
clinicos resultan indispensables para poder trasladar estos efectos protectores al hombre. Son

diversas las situaciones patologicas en las que se ha testado la TMZ:
4.2.1.-EVALUACION EN MONOTERAPIA.-
4.2.1.1.- Estudios controlados contra placebo.-

Passeron (1986) y Sellier (1990) realizaron 2 estudios similares, de disefio doble ciego y
controlado con placebo en un total de 86 pacientes con angina de esfuerzo estable. Los
enfermos recibieron monoterapia con TMZ o placebo. Los resultados pusieron de manifiesto
una mayor reduccion de la frecuencia en el numero de las crisis anginosas (de 8,1 + 0,3 a
2,9+ 0,5conTMZ y de 7,6 + 0,2 a 4,9 £ 0,5 con placebo; p<0,001; estudio Passeron) y el
consumo de nitroglicerina sublingual en el gupo de la TMZ, asi como una elevacidn en el
umbral de aparicion del dolor isquémico de esfuerzo, como lo demuestra la prolongacion del
tiempo de aparicion del descenso del segmento ST en la prueba de esfuerzo (5,5 +. 0,6 vs
4,7 . 0,5 minutos; p=0.034; grupo Sellier). Paralelamente se objetivé un aumento del
trabajo total, duracion del esfuerzo y porcentaje de la frecuencia méaxima teérica alcanzada
en la prueba de esfuerzo con TMZ. Todo ello implica que el paciente coronario, al hacer el
mismo esfuerzo fisico, corre menos riesgo de lesién isquémica del miocardio al ser tratado
con TMZ, y en consecuencia dispone de un mayor margen de seguridad con respecto a la

isquemia.

4.2.1.2.- Estudios contra fdarmacos de referencia.-

La eficacia de la TMZ, demostrada y determinada mediante estudios de monoterapia, ha
sido asimismo comparada a la de otras sustancias de uso habitual en el tratamiento de la

insuficiencia coronaria.
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A).- Comparacion con nifedipino .-

En este estudio, realizado por un disefio cruzado y doble ciego, se reclutaron 39
pacientes que fueron tratados sucesivamente con TMZ (60 mg al dia) y nifedipino (40 mg al
dia) durante 6 semanas. Los pacientes presentaban una media de 2,4 crisis de angina por
semana y todos ellos tenfan una prueba de esfuerzo positiva junto con lesiones
documentadas por angiografia coronaria. Ambos farmacos disminuyeron el nimero de
crisis de angina (60%), con similares resultados de eficacia en cuanto a la frecuencia de las
crisis semanales y los pardmetros de la prueba de esfuerzo (irabajo total, duracién del
esfuerzo, tiempo de aparicién del descenso del segmento ST de 1 mm). Sin embargo se
observd una mejor tolerancia de la TMZ cuando se analizaron los diferentes efectos
secundarios: 5 pacientes en el grupo TMZ (principalmente problemas gastricos) y 12 en el
grupo nifedipino (los bien conocidos signos de la vasodilatacion periférica: cefalea, rubor y

edema en las piernas) (Dalla-Volta et al., 1990).
B).- Comparacion con propranolol.

El estudio TEMS (Trimetazidine European Multicenter Study) se realizé en 19 de los
centros de cardiologia hospitalaria més importantes de Europa. Se trata de un estudio en
condiciones de doble ciego y con monoterapia, comparéndose la TMZ (20 mg/8 horas) con
el propranolol (40 mg/8 horas) en 149 pacientes afectos de angina estable y enfermedad
coronaria documentada (ya sea por coronariografia o IMA previo) durante 3 meses. Ambos
farmacos presentaron una similar reduccion en la incidencia de las crisis y del consumo de
nitroglicerina por semana, asi como una idéntica mejoria de la tolerancia al esfuerzo
demostrada por los pardmetros analizados en la prueba de esfuerzo (duracién maxima de
esfuerzo, tiempo de aparicion del descenso del segmento ST, amplitud del descenso). Al
final del estudio la prueba de esfuerzo fue negativa en el 30% de los pacientes que
recibieron TMZ, un resultado comparable al observado en el grupo del propranolol. En
cambio la frecuencia cardiaca y el producto frecuencia x presién en reposo y en el maximo
del esfuerzo (indice del consumo de O, por ¢l miocardio) permanecieron sin modificaciones
en el grupo TMZ, pero disminuyeron significativamente con propranolol. Ello sugiere que la
mejoria de la tolerancia al esfuerzo con TMZ no est4 ligada a una reduccién de la demanda
en oxigeno del miocardio por medio de una actividad hemodindmica (Detry et al., 1994).
Los resultados de este estudio multicéntrico deben ser interpretados cuidadosamente ya que
la ausencia de diferencias estadisticamente significativas no es sindénimo de “similitud”. La
principal critica de este estudio fue la ausencia de comparacién con un grupo placebo, y mas
atin habiéndose demostrado que el placebo podia mejorar tanto la sintomatologia como los
resultados de la prueba de esfuerzo en pacientes con angina. Los autores justificaron este
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“déficit” basdndose en el hecho de que la TMZ ya habia demostrado su superioridad
antianginosa respecto al placebo en estudios previos y que ademds no resultaba ético tratar
con placebo durante 4 meses a pacientes que padecian de angina en estadio II-III de la
Canadian Heart Association.

Adicionalmente, un segundo examen posterior de los datos de monitorizacion
ambulatoria con Holter destinado a aumentar la amplitud de este estudio, ha demostrado
incluso que TMZ fue significativamente mas eficaz que propranolol en reducir el perfil
isquémico circadiano durante la vida diaria, con disminucién del nimero de episodios
isquémicos y el 4rea isquémica total (p<0.02) si bien la reduccién total del tiempo de
isquemia fue similar en ambos grupos (22% vs 23%) (Detry et al., 1995). Llama la atencidn
el hecho de que no se objetivé mejoria en los episodios de isquemia, en especial la isquemia
silente, con el propranolol, hecho discordante con los datos publicados en la literatura
médica, y que fue atribuido, segin los autores, a un tamafio muestral demasiado reducido

para obtener conclusiones en lo referente a los episodios de isquemia silente.
4.2.2.- EVALUACION EN TRATAMIENTO ASOCIADO.-

Habitualmente la asociacién de dos antianginosos proporciona una eficacia global que
es inferior a la suma de la de cada uno de ellos por separado, dado que suelen tener una
accién hemodinamica y reducir el trabajo cardiaco. Sin embargo la TMZ proporciona una
suma de eficacia del 100% al poseer un mecanismo de accién diferente al de los restantes

farmacos.

Este hecho se ha objetivado durante un estudio multicéntrico doble ciego y controlado
con placebo, sobre 29 pacientes coronarios en asociacién con un calcioantagonista
(nifedipino). Estos pacientes presentaban una angina de esfuerzo que era insuficientemente
controlada con dicho calcioantagonista con test de esfuerzo persistentemente positivo, por lo
que se asocié como complemento TMZ o placebo durante 15 dias. La eficacia fue evaluada
con criterios ergométricos: nivel de esfuerzo alcanzado en el momento de la depresién de 1
mm del segmento ST. El andlisis de los resultados puso de manifiesto que, después de afiadir
TMZ a nifedipino mejoraron los resultados de rendimiento de la prueba de esfuerzo, con un
mayor nivel de esfuerzo maximo alcanzado (aumento del 31% en el grupo TMZ vs 2% en el
grupo placebo; p<0.001) (Monpére ef al., 1990). Similares resultados se han obtenido con la
asociacién de diltiazem en varios estudios con 67 y 64 pacientes respectivamente con
arteriopatia coronaria y sin objetivar aumento en la incidencia de efectos secundarios,
sugiriendo que la combinacién de diltiazem y TMZ en enfermos con angina estable y prueba
de esfuerzo positiva podia influir favorablemente en los pardmetros de esfuerzo, sobre todo
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en el umbral isquémico y reducir el coste miocardico del esfuerzo (Levy et al, 1995;
Machanda er al, 1997). También su asociacién con propranolol en comparacién con
dinitrato de isosorbide + propranolol mostré unos resultados superiores, con reduccion de la
angina (63% vs 31%; p<0.001), un menor consumo de nitroglicerina sublingual (-69% vs
-35%; p<0.02) y aumento de la capacidad de ejercicio (Michaelides et al., 1997).

Los resultados de un extenso estudio no comparativo (TRIMPOL-1) realizado en 700
hombres y mujeres con una prueba de esfuerzo positiva a pesar del tratamiento con un
farmaco antianginoso convencional (nitrato de accién prolongada, B-bloqueantes o
calcioantagonista) revelaron que los episodios anginosos y el uso de nitroglicerina
disminuian significativamente tras la adicion de trimetazidina durante 4 semanas (Szwed et
al, 1997), incluso también en pacientes diabéticos (Szwed et al., 1999).

4.2.3.- EVALUACION EN SITUACIONES DE ISQUEMIA EXTREMA.-
4.2.3.1.- Cirugia extracorpérea (CEC).

Pese a los considerables avances de los protocolos de cardioplejia y proteccién
miocdrdica, la ausencia de perfusién coronaria durante la CEC sigue produciendo un
importante sufrimiento del miocardio con necrosis celular, como demuestra la elevacion
postoperatoria de los niveles de miosina, mioglobina, CK-MB y la disminucién de la

funcién ventricular izquierda.

En un estudio realizado por Fabiani (1992) sobre 19 pacientes coronarios programados
para cirugia de revascularizacién coronaria, el pretratamiento de 3 semanas con TMZ, junto
con su adicién a la solucién cardiopléjica, mejordé la funcién ventricular antes de la
intervencion, asi como una menor elevacion de los niveles postoperatorios de miosina (lo
que indica una limitacién del dafio miocardico), y una ausencia de modificacién en los
niveles de dialdehido mal6nico - un subproducto fundamental de la peroxidacién lipidica de
las membranas celulares (lo que indica una reduccion de la lesién secundaria a los radicales
libres), en relacién con el grupo control. Estos datos sugieren que la TMZ reduce la
produccién de radicales libres derivados del oxigeno durante la reperfusién, pero no
concuerdan con los comunicados en un estudio mas extenso, aleatorizado y doble ciego,
realizado en 40 pacientes evaluables sometidos a una derivacién aortocoronaria. En este
ensayo, los efectos de la TMZ (4 mg en bolo antes de la incisién cutdnea seguido de 2,5
mg/h por via intravenosa hasta la sexta hora del postoperatorio y 10 mol/l con la solucién
cardiopléjica) sobre la acumulacién de malodialdehido 20 minutos después del
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despinzamiento no fueron significativamente diferentes de los observados con placebo
(Vedrinne et al., 1996).

4.2.3.2.- Angioplastia coronaria (ACTP).-

Al inflar el balén durante la angioplastia coronaria se produce una isquemia aguda y
breve, comparable a una verdadera crisis de angor, que se traduce por un ascenso del
segmento ST del ECG y por la aparicién de un dolor tordcico de tipo anginoso,
proporcionando un modelo humano de oclusién coronaria aguda tnico para analizar los

acontecimientos tempranos de la evolucién de la isquemia regional.

En un estudio, a doble ciego y controlado con placebo, sobre 20 pacientes coronarios
sometidos a ACTP (con obstrucciones de 60 segundos de duracién), la administracion
intracoronaria unica de TMZ (6 mg) redujo significativamente la magnitud del ascenso del
segmento ST y el aumento de la amplitud de la onda T, retrasé el momento de méxima
intensidad de estos signos electrocardiograficos de isquemia y disminuy6 significativamente
la intensidad del dolor anginoso, en relacion con el grupo placebo. Dichos efectos
beneficiosos fueron obtenidos sin provocar modificaciones hemodinamicas sistémicas, tales
como la frecuencia cardiaca o la presién arterial, ni a través de circulacién colateral (dado
que las presiones de oclusién coronaria permanecieron sin alteraciones), sugiriendo un

efecto citoprotector directo (Kober et al., 1992).
4.2.3.3.- Cardiopatia isquémica avanzada.-

Otra demostracion de que la citoproteccién eficaz se mantiene en la enfermedad crénica
procede de un estudio realizado sobre un grupo de 20 pacientes coronarios, sometidos a
isquemia crénica, que habian desarrollado una miocardiopatia isquémica severa, no
subsidiaria de revascularizaciéon miocardica (Brottier et al., 1990). La funcién cardiaca de
estos pacientes se hallaba alterada de forma permanente, bien por un fenémeno de
hibernacién (miocardio viable pero insuficientemente alimentado para ser funcionante), bien
por el desarrollo de fibrosis miocérdica, focos microscopicos de necrosis o infartos
macroscopicos, o por una combinacion de ambos. El estudio se disefié con objeto de
averiguar si la accién antiisquémica de la TMZ (60 mg/dia) permitiria detener la evolucion

de esta temible patologia.
Todos los pacientes presentaban una insuficiencia cardiaca grave con disnea en estadio

Il y IV de la clasificacién de l]a NYHA. La fraccién de eyeccién isotépica oscilaba entre el
22 y el 28% en el momento de su inclusién. Todos ellos recibieron, antes del ensayo y
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durante el mismo, el tratamiento convencional de la insuficiencia cardiaca (diuréticos y/o
glucésidos y/o nitratos de accién retardada). A los 6 meses de seguimiento, el grupo tratado
con TMZ conservaba la funcién cardiaca, con volumen cardiaco y fraccién de eyeccion
isotGpica estables y prevenia la escalada terapéutica de la insuficiencia cardiaca; por el
contrario los pardmetros del grupo placebo continuaron deteriorandose pese a reforzar el
tratamiento de la insuficiencia cardfaca, con una disminucién del 16% en la fraccién de
eyeccion determinada por radiontclidos y un aumento del 4% del volumen cardiaco
(p=0.034). Asi mismo se objetivé una mejoria de la disnea en todos los pacientes del grupo
tratado con TMZ en comparacién con solo 1 de los 11 pacientes del grupo placebo
(p<0.001). Sin embargo estos resultados deben interpretarse con cautela por diversos
motivos: 1) la FEVI fue mayor en el periodo basal en los enfermos tratados con TMZ que en
los que recibieron placebo; 2) los pacientes del grupo placebo tenian mas calcioantagonistas
afladidos (4 frente a 0), lo cual puede haber contribuido a la reduccién de la FEVI en este
grupo; y 3) la variacién absoluta de la FEVI en los tratados con TMZ no fue
estadisticamente significativa. Por consiguiente los resultados de este ensayo no son
concluyentes y deberan confirmarse en posteriores estudios bien controlados.

4.2.3.4.- Infarto de miocardio.-

En un estudio doble ciego sobre 60 pacientes con diagndstico de infarto agudo de
miocardio (IAM), la administracién de TMZ, conseguia una reduccién de la presencia de
potenciales tardios tras el IAM sin modificar la presion sanguinea ni la frecuencia cardiaca,

en comparacion con el grupo control (Ozdemir ef al., 1999).

En el estudio EMIP-FR trial (European Myocardial Infarction Project-Free Radicals)
realizado en pacientes con IAM, se compararon los efectos de la TMZ vs placebo,
estratificandose segun el uso o no de terapia trombolitica. El regimen terapéutico incluia la
inyeccién IV de 40 mg de TMZ, seguida de infusién continua de 60mg/dia durante 48 horas
vs placebo. En el estudio principal no hubo beneficio en e] anélisis por intencién de tratar,
pero el andlisis por protocolo mostré una reduccién en la mortalidad hospitalaria en el grupo
de pacientes que no recibié terapia trombolitica (EMIP-FR, 2000). En un subestudio sobre
306 pacientes en los que se estudié la funcién ventricular, hubo una reduccién en el nimero
de segmentos disquinéticos en el grupo tratado con TMZ, indicando una mejor
contractilidad regional, si bien no hubo beneficios en términos de volumen ventricular o
funcion sistolica global (Meneveau et al, 1997).

También ha sido evaluada su valor como tratamiento coadyuvante en la ACTP primaria
en el JAM. Un ensayo clinico aleatorizado, el estudio LIST (Limitation of infarct size by
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trimetazidine) ha comparado la trimetazidina por via intravenosa con un placebo en el
contexto de la angioplastia coronaria transluminal percutdnea primaria en 94 enfermos,
empleando monitorizacion continua del segmento ST durante y después de la recanalizacion
de la arteria del infarto. En dicho estudio la TMZ acelerd la normalizacién del segmento ST
y pareci6 reducir la incidencia de exacerbacion de dicho segmento. Estos resultados indican
que la TMZ acelera y, posiblemente, mejora la reperfusion del miocardio, por lo cual merece

nuevos estudios como tratamiento coadyuvante de la ACTP primaria (Steg et al., 2001).
4.2.3.5.- Ecocardiografia con dobutamina.

En un estudio aleatorizado, doble ciego y cruzado realizado en 15 pacientes con
cardiopatia isquémica crénica (13 varones, 62 + 8 afios) y una respuesta positiva a la
ecocardiografia con dobutamina, el tratamiento con 20 mg de TMZ oral tres veces al dia
durante 15 dias mejoré la funcioén del ventriculo izquierdo en comparacion con placebo. El
farmaco redujo la media del indice de puntuacién de la motilidad parietal del ventriculo
izquierdo tanto en reposo (1,34 vs 1,40; p=0,013) como durante la infusién méxima de
dobutamina (1,6 vs 1,71; p= 0.018), respecto al placebo. Asi mismo la administracion de
TMZ también permitié utilizar mayores dosis de dobutamina (28,7 vs 22,7 pg/Kg/min.;
p=0,003) y una infusion més prolongada (17,9 vs 15,3 min.; p=0.019) hasta el desarrollo de
la isquemia, en comparacién con el placebo. La TMZ no afecté significativamente la
frecuencia cardiaca, la presion arterial sistolica ni el doble producto, tanto en reposo como
durante la ecocardiografia. Todo ello puso de manifiesto una reduccion de la gravedad de las
alteraciones inducidas por la dobutamina por parte de la TMZ en el paciente con enfermedad

coronaria cronica (LU ef al., 1998).

En resumen podemos decir que la TMZ ha sido probada en clinica en pacientes con
isquemia cardiaca mediante estudios prospectivos controlados con placebo con distribucion
aleatoria y estudios comparativos contra farmacos antianginosos clasicos (dinitrato de
isosorbide, B-bloqueantes y antagonistas del calcio). En todos estos estudios la TMZ ha dado
pruebas de efectos comparables y de un efecto adicional cuando se la asocia con estos
agentes, desplazando el umbral anginoso y mejorando los sintomas clinicos y los parametros

de la prueba de esfuerzo.

Sin embargo, en la clinica, es mas dificil testar y detectar el efecto citoprotector de un
agente. Ello es debido a: 1) es muy dificil, por no decir imposible separar los efectos
moleculares de determinadas intervenciones de sus efectos hemodinamicos; y 2) estan poco
definidos y discutidos los endpoints validos para asegurar la proteccion cardiaca. En la

préctica, con respecto al tltimo punto, el inico endpoint discutido para determinar el efecto
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citoprotector de un agente en el campo del infarto de miocardio es la reduccion de la
mortalidad y la mejoria de la funcién cardiaca. El efecto citoprotector de una intervencién
debe ser probada mediante estudios clinicos serios, metodolégicamente correctos y del
tamafio muestral suficientes para detectar su impacto en el prondstico de la enfermedad. Sin
embargo, incluso ante una reduccion clara de la mortalidad, es dificil, si no imposible,
establecer si el beneficio en el prondstico es debido a la accién citoprotectora del agente 0 a

otros efectos indirectos (Ferrari et al, 1998).

El final se complica mas por el hecho de que el hallazgo del efecto citoprotector de un
agente detectado a nivel experimental, no es necesariamente un buen predictor de su
beneficio clinico. Claramente este fenomeno contribuye a aumentar el riesgo de fallo en los
estudios clinicos. Por ello y segin los resultados clinicos de la TMZ, es demasiado pronto
para poder hablar de un tratamiento “milagro” por la TMZ pues éstos ensayos Unicamente
han demostrado que, como méximo, su efecto es similar a los antianginosos convencionales
y aun no existen estudios con una amplia muestra que hayan puesto de manifiesto una

mejoria de la supervivencia en los pacientes tratados con TMZ.

No podemos decir que la TMZ vaya a sustituir a los antianginosos convencionales, pero
si que puede ocupar un lugar importante en dos situaciones concretas: 1) pacientes con crisis
de angina (sintomética o no) y que no se controlan con antianginosos 0 que éstos estan
contraindicados por la situacién hemodindmica del paciente (disfuncién ventricular,
hipotensién,...) y, 2) en situacion de isquemia/reperfusion aguda y brusca, como son tras
ACTP, postfibrinolisis y en el mantenimiento del corazén para transplante.

En definitiva, se puede considerar a la TMZ como un nuevo farmaco antianginoso, con
un mecanismo de accion diferente no hemodindmico, que puede ser administrado solo o en
asociacion, para reducir la aparicién de crisis anginosas y mejorar la tolerancia al esfuerzo

en los pacientes con coronariopatia y angina de pecho.
Podemos concluir con las palabras de Lopaschuk publicadas en Circulation en 1997:

“La optimizacién farmacolégica del metabolismo energético cardiaco, sin provocar
efectos  hemodindmicos, ~inotrdpicos o0  cronotrépicos negativos, puede resultar
especialmente 1til en el tratamiento de la cardiopatia isquémica, en particular en pacientes
sintomdticos que estdn recibiendo ya las mdximas dosis de las terapias tradicionalmente
toleradas. Los datos experimentales y clinicos apoyan ahora el concepto de que inhibir la
preferencia por los sustratos energéticos del metabolismo de los dcidos grasos,
promoviendo el metabolismo de la glucosa, representa un enfoque eficaz para Iratar el

infarto agudo de miocardio y la angina inducida por el ejercicio” (Lopaschuk y Stanley, 1997).
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CONCLUSIONES



Cuando el miocardio es sometido a los protocolos isquémicos analizados en el presente
trabajo, ya sea isquemias breves y repetidas o una isquemia tnica y prolongada, se
objetiva una depresion de la funcion contractil segmentaria durante la obstruccion
coronaria, que persiste a pesar de la restauracion completa del flujo coronario

(“aturdimiento miocardico”).

Dependiendo del modelo en el que se realiza el estudio ultraestructural, el aturdimiento
miocardico se va a relacionar o no con alteraciones en el sistema mitocondrial. En el
modelo de isquemias breves y repetidas, la disfuncion post-isquémica se relaciona con
un aumento en el tamafio mitocondrial (“edema”), con tendencia a un deterioro de su
estructura, facilitando la fusién de estos organulos entre sarcomeros contiguos. En el
modelo de isquemia tnica y prolongada, el andlisis mitocondrial tras 60 minutos de
reperfusién no muestra diferencias notables entre el tejido isquémico y el tejido
control, poniéndose de manifiesto una completa recuperacién de las alteraciones

mitocondriales, a pesar de persistir la disfuncion contractil.

La trimetazidina, administrada desde una semana antes de la aplicacion de los modelos
experimentales, produce una serie de alteraciones a nivel mitocondrial en la zona no
sometida a isquemia en ambos protocolos, caracterizada por un ligero incremento del
dafio mitocondrial y un aumento en el nimero de fusiones mitocondriales, asi como la
adopcién de una morfologia caracteristica, alargada y estrecha, que hemos denominado

“en bastoncillo”.

Al someter a una injuria isquémica al grupo tratado con trimetazidina, se observan en
el tejido miocardico cambios significativos a nivel ultraestructural. En el protocolo de
isquemias breves y repetidas se produce un aumento significativo del tamafio
mitocondrial, pero manteniendo esa morfologia en “bastoncillo” (alargada y con un
eje menor més pequeflo). Durante la isquemia unica y prolongada de 15 minutos de
duracién seguida de 60 minutos de reperfusion, la mitocondria adquiere un aspecto mas

elipsoidal, debido a un aumento de su eje menor.

Paralelamente a los cambios morfolégicos observados en el protocolo de isquemias
breves y repetidas, se observa una tendencia hacia la mejoria en el comportamiento de
la fraccién de acortamiento de la zona isquémica durante las fases de reperfusion, asi
como un menor deterioro de la funcién regional al final de la experimentacion, sin

llegar a ser significativo respecto a la serie Placebo.
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6. Por el contrario, en el modelo de isquemia {inica y prolongada, la no recuperacion de
la morfologia basal (tras trimetazidina) de la mitocondria despues de la injuria
isquémica, se acompafia de ausencia de efectos beneficiosos en la funcion regional de
]a zona sometida a isquemia, con un comportamiento de la fraccion de acortamiento

similar al grupo Placebo.

7. Estas modificaciones en la morfologia mitocondrial y en la fraccién de acortamiento se
producen sin variaciones en los parametros hemodindmicos analizados (frecuencia

cardfaca, presion ventricular izquierda, dP/dt y flujo coronario basal).
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