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RESUMEN

ABSTRACT

El tamafio del infarto esta determinado no solamente por la
duracién y la severidad de la isquemia, sino también por los
procesos patoldgicos que ocurren en la reperfusion (dafio
por reperfusién). Aunque existen numerosas estrategias far-
macoldgicas en las cuales se administran farmacos antes del
inicio de la reperfusion, y que logran reducir el tamafio del
infarto, se han descrito dos alternativas mecanicas que han
logrado también reducir notablemente la lesion por reperfu-
sion. El pre-acondicionamiento, que consiste en la aplicacion
de breves ciclos de isquemia y reperfusion, antes de una is-
quemia prolongada, es capaz de limitar el tamafio del infarto
de manera constante. La reproducibilidad de este fendme-
no usando diferentes protocolos en un variado nimero de
especies y de preparaciones experimentales, lo condujo ra-
pidamente a ser descrito como el “patréon de oro” para la
cardioproteccion. Por otro lado, el post-acondicionamiento,
definido como breves ciclos de reperfusién interrumpidos
por la isquemia (o hipoxia) y que se aplica después de una is-
guemia prolongada y antes del inicio de la reperfusion, fue
introducido recientemente como una estrategia mecanica
para disminuir el dafio por reperfusién. El post-acondicio-
namiento que interviene durante los primeros minutos de
reperfusion ha demostrado que reduce el tamafio del infarto
significativamente. Las dos maniobras reducen la activaciéon
y disfuncién endotelial, la respuesta inflamatoria a la reper-
fusion, la necrosis y la apoptosis a corto y largo plazo. En
esta revision describiremos los mecanismos moleculares que
el pre y el post-acondicionamiento activan y que se han aso-
ciado con la cardioproteccion. El conocimiento de estos me-
canismos es esencial para desarrollar nuevos protocolos
para conseguir la proteccion terapéutica de pacientes con en-
fermedades isquémicas cardiacas.

Infarct size is determined not only by the duration and se-
verity of ischemia, but also by pathological processes initia-
ted at reperfusion (reperfusion injury). Numerous pharma-
cological strategies have been reported which administer
drugs at or just before the onset of reperfusion, with sub-
sequent salubrious effects, notably a reduction in infarct
size. However, two mechanical strategies alternatives show
high efficiency to reduce the reperfusion injury. Pre-con-
ditioning presented an experimental phenomenon that
was the most markedly protective intervention able to li-
mit infarct size in a consistent and reproducible manner.
The wide reproducibility of this phenomenon using a va-
riety of preconditioning protocols in a number of species
and experimental preparations and with a number of en-
dpoints of protection, rapidly led to ischemic preconditio-
ning being established as a *“gold standard” for cardio-
protection. In other hand, post-conditioning, defined as
repeated brief cycles of reperfusion interrupted by ische-
mia (or hypoxia) applied at the onset of reperfusion, was
recently introduced as a mechanical strategy to attenuate
reperfusion injury. Post-conditioning intervenes only du-
ring the first few minutes of reperfusion and reduces the
infarct size significantly. Both maneuvers are efficient to
reduce endothelial activation and dysfunction, the infla-
mmatory response to reperfusion, necrosis, and apoptosis
both acutely and long-term. In this revision we describe
the molecular mechanism activated by pre and post-condi-
tioning, that has been associated with cardioprotection.
Knowledge of such mechanisms is now essential to maxi-
mize the likelihood of successful development of rational
approaches to therapeutic protection for patients with is-
chemic heart disease.
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INTRODUCCION

Las cardiopatias isquémicas son la principal causa de
mortalidad a nivel mundial. Segun la Organizacién
Mundial de la Salud seran la principal causa de muer-
te en el mundo en el afio 2020. Es por ello necesario
estudiar nuevas estrategias terapéuticas para preve-
nir y tratar estas patologias, con el objetivo final de
preservar la viabilidad del miocardio y la vida del pa-
ciente. La reperfusion arterial coronaria es el trata-
miento indicado para reducir el tamafio del infarto en
la patologia isquémica cardiaca. Paradojicamente, el
restablecimiento del flujo coronario puede producir
dafios adicionales sobre el miocardio isquémico, con-
dicion a la que se conoce como dafio letal inducido
por reperfusion.ts

El dafio por reperfusidn es consecuencia de un sin-
nuamero de mecanismos que se activan tanto en el in-
terior de la célula, como en el exterior de la misma.
Fisioldgicamente este dafio se traduce en disfuncio-
nes del endotelio, del sistema vascular, del metabolis-
mo y de la contraccién; en la descompensacion en el
flujo de sangre y en fenbmenos de muerte celular,
como la necrosis y la apoptosis. En este sentido, la
sobrecarga de calcio y el incremento en la produccion
de especies reactivas de oxigeno (ERO) durante la re-
perfusion activan la transicion de la permeabilidad
mitocondrial, este fendmeno es considerado un even-
to clave en la muerte celular del miocardio. La tran-
sicién de la permeabilidad mitocondrial se caracteri-
za por la apertura de un poro no especifico entre las
membranas interna y externa mitocondrial, que pro-
voca un colapso total del potencial de membrana, el
desacoplamiento de la cadena respiratoria y sirve
como via de salida a pequefias moléculas como el cito-
cromo C y a otros factores pro-apoptoticos que pro-
mueven el inicio y la ejecucién de la necrosis o la
apoptosis.*®

En el estudio del miocardio isquémico-reperfundi-
do, tan variados son los mecanismos de dafio, como
las estrategias descritas para su proteccion. Desta-
can los tratamientos con sustancias antioxidantes, la
utilizacion de farmacos que acttan sobre el calcio in-
tracelular y de compuestos que previenen la disfun-
cion mitocondrial.”® Sin embargo, hay alternativas de
naturaleza mecanistica que han demostrado ser alta-
mente efectivas. A pesar de que las estrategias que
trataremos en esta revision son relativamente nue-
vas, cabe mencionar que la idea nace desde los afios
80; entonces se observé que la reperfusiéon de bajo
flujo en comparacion con la reperfusion de flujo nor-
mal, mejoraba la actividad contractil del corazon, re-
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duciendo parcialmente el dafo por reperfusién.l® En
concreto, en esta revision se tratara de las dos estra-
tegias mecanicas mas estudiadas a la fecha, la prime-
ra de ellas consiste en la adaptacién del corazén a la
hipoxia crénica, mediante una serie de oclusiones
breves antes de una isquemia prolongada y del resta-
blecimiento del flujo coronario. Esta maniobra, cono-
cida como pre-acondicionamiento aumenta la recupe-
racion de la funcion cardiaca y reduce el tamafo del
infarto.!! La segunda estrategia fue reportada en el
afo 2003 por el grupo de Zhao, demostraron que en
un modelo canino episodios breves de isquemia-reper-
fusién llevados a cabo de forma ciclica después de un
periodo prolongado de isquemia pero antes de esta-
blecer la reperfusion, reducen el tamario del infarto.*?
El post-acondicionamiento tiene una clara ventaja so-
bre el pre-acondicionamiento al ponerlo en un esce-
nario clinico, pues se podria aplicar a sujetos con in-
farto (isquemia). En esta revisién, se describiran los
conceptos clasicos y los datos mas recientes sobre los
posibles mecanismos que intervienen en la proteccion
derivada del pre-acondicionamiento y del post-acondi-
cionamiento.

El pre-acondicionamiento

El primer reporte citado en la literatura referente a
una maniobra mecanica fue en 1986, por el grupo de
Murry y cols.!! Su aportacién mas importante fue la
observacién de que el tamario de infarto resultante de
una isquemia de 40 minutos de duracion, provocada
por la oclusién de la arteria coronaria descendente
anterior en un modelo canino, podia ser reducido sig-
nificativamente si el corazén se sometia a cuatro epi-
sodios breves de 5 minutos de isquemia, seguidos por
5 minutos de reperfusion antes de una isquemia pro-
longada (40 minutos). A este fenbmeno se le llamo
pre-acondicionamiento (PreC), y en su momento fue
el mecanismo de proteccién fisiolégica mas poderoso.
El grupo atribuyé el efecto protector a una rapida
adaptacion del metabolismo cardiaco en respuesta a
la isquemia. La facil reproduccién del fenbmeno en
distintas especies animales, en poco tiempo convirtié
al PreC en una maniobra cardioprotectora con bue-
nos estandares.

Con base en el trabajo de varios grupos se ha lo-
grado establecer que el PreC en corazoén tiene dos fa-
ses de proteccién claramente definidas. La primera de
ellas, es una fase temprana o PreC “clasica” que se
extiende hasta 2 horas después del episodio de isque-
mia; y la segunda etapa, que es una fase tardia o “se-
gunda ventana”, que ocurre dentro de las primeras
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24 a 72 horas después de la maniobra de PreC y de la
reperfusion.

Mecanismos moleculares del pre-acondiciona-
miento

Hacia los afios 90, la interrogante de cuéales eran los
procesos moleculares involucrados en la cardiopro-
teccion no era del todo clara, lo que contrastaba con
el gran numero de publicaciones que se referian al fe-
némeno. El consenso general era que las vias de se-
fializacion que se activaban en el PreC inciden en la
mitocondria, pues la relacion entre la actividad con-
tractil del miocardio y la bioenergética del cardiomio-
cito estan centradas en la producciéon de ATP; asi, se
proponia que la mitocondria ocupaba un sitio impor-
tante de regulacion a través de la sintesis de ATP,
evitando el estado de transicién de la permeabilidad
mitocondrial. A la fecha se han descrito otros meca-
nismos derivados del pre-acondicionamiento, que fa-
vorecen el establecimiento de eventos celulares aso-
ciados con la cardioproteccion (Cuadro 1). Estos
mecanismos pueden estar relacionados con la libera-
cion de mediadores quimicos como la adenosina, no-
repinefrina, bradiquinina, opioides y endotelinas. Se
ha propuesto que estos agentes al unirse a sus recep-

Cuadro |I. Eventos celulares asociados a la cardioproteccion
inducida por el pre-acondicionamiento.

Durante la isquemia

= Limitacion al paso de iones a través de las membra-
nas plasmatica y mitocondrial

= Reduccion del metabolismo celular

= Reduccion del consumo de ATP

= Menor utilizacién de la via de la glucélisis

= Mayor eficiencia en la transferencia de energia
intracelular

= Disminucién en la produccion de H*

= Mantenimiento del equilibrio i6nico durante periodos
de hipoxia prolongados

= Transformacién hacia un fenotipo tolerante a la
hipoxia

En la reperfusion

= Reduccidn de la produccion de especies reactivas de
oxigeno

= Mantenimiento del potencial redox intracelular

= Reduccién de la apoptosis

= Preservacion de la integridad mitocondrial

= Proteccion de la macrocirculacion y la microcircu-
lacion

= Atenuacion de la activacion leucocitaria

= Reduccién en la produccién de citocinas
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tores sobre las células cardiacas activan diferentes
vias de sefializacion, contribuyendo a la proteccién
del miocardio.

Papel de la adenosina

Uno de los hallazgos mas importantes realizados en
el estudio de maniobra de PreC es la participacion de
diversos receptores, los cuales incrementan su activi-
dad en presencia de PreC. En el caso de los recepto-
res de adenosina (A, A,,, A, Y A,), se sabe, que cuan-
do se administra norepinefrina (un activador de estos
receptores) durante la reperfusion, se estimula el
efecto del PreC, en un modelo de corazon de rata.®®
La liberacion de adenosina no sélo promueve la ge-
neracion de 6xido nitrico (NO) en la maniobra de
PreC, sino también activa a sus receptores, en parti-
cular al receptor A,. Este hecho se puso de manifies-
to cuando se demostro6 que los efectos protectores del
PreC desaparecian al administrar antagonistas selec-
tivos de los receptores de adenosina A,."* La ventana
de efectividad del PreC esta determinada por 2 facto-
res: el primero es la concentracion de adenosina, que
debe ser lo suficientemente alta para inducir la gene-
racion de NO mediante la activacion de los recepto-
res de adenosina A,; y el segundo factor es una baja
concentracién de xantina para evitar los efectos per-
judiciales de ésta. Lo que esta muy claro es que el
bloqueo farmacolégico de una via o de un receptor in-
volucrado en la cardioproteccion inhiben el efecto
protector del PreC, por el contrario, los activadores
de los receptores mimetizan lo que ocurre en el PreC.

Papel del 6xido nitrico

Los trastornos de la microcirculacion y la ausencia
de perfusién sinusoidal son dos hechos bien docu-
mentados que contribuyen al dafio por reperfusion.
Aunque la lesion del endotelio y los episodios de coa-
gulacién intravascular pueden reducir e incluso blo-
guear el flujo sanguineo, un factor determinante es
la liberacion de sustancias vasoconstrictoras durante
la reperfusion, entre las que destacan las endotelinas.
Varios estudios muestran que durante la isquemia
disminuye la producciéon de NO, de manera que la cé-
lula no puede contrarrestar de forma efectiva el efec-
to de los elementos vasoconstrictores. Sin embargo,
se sabe que a los pocos minutos de realizar el PreC,
se libera adenosina al espacio extracelular. La adeno-
sina activa la forma constitutiva endotelial de la sin-
tasa de o6xido nitrico (eNOS), con lo que aumenta la
concentracién de NO en situaciones de la isquemia.
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Por otra parte, se ha demostrado también que el
PreC inhibe la produccion de las endotelinas, hecho
gue también ayuda a la mejoria de la microcircula-
cion. No se ha detectado la forma inducible de la en-
zima iNOS en estas condiciones, lo que parece indi-
car que la iINOS podria participar en una fase tardia
del PreC, situacion que puede adquirir especial rele-
vancia en el &mbito clinico.?®

Vias de sefalizacién molecular

La activacion de los receptores de adenosina A, estimu-
la la actividad de varias cinasas intracelulares, tales
como la proteina cinasa C (PKC), la proteina cinasa
de activacion mitogénica (MAPK) y su variante
MAPK p38. Se ha podido establecer que de su activa-
cién depende la fosforilacion de moléculas efectoras
como las tirosina cinasas. Todo ello conlleva a un au-
mento de la tolerancia de los cardiomiocitos y las cé-
lulas endoteliales a la lesién isquémica, como vere-
mos mas adelante.

La importancia de la proteina cinasa C (PKC) en
la maniobra del pre-acondicionamiento fue reportado
por el grupo de Mitchell y cols.'® La PKC es una seri-
na/treoninacinasa que se activa por cofactores lipidi-
cos. Existen multiples isoformas de PKC en el cora-
z6n, cada una de las cuales tiene un sustrato
especifico. Las formas clésicas («, 8y y) son depen-
dientes de diacilglicerol (DAG) y de calcio. Las isofor-
mas (4, n y €) son independientes de la concentracion
de calcio y s6lo necesitan DAG. La inhibicién especi-
fica de la PKC con estaurosporina bloquea el desa-
rrollo del PreC. Por el contrario, la estimulacién de
la PKC con ésteres de forbol o con DAG puede mime-
tizar la proteccién brindada por el PreC.'” Los even-
tos intracelulares que ocurren luego de la activacion
de la PKC son de gran interés en la actualidad y es
por esta razén que se estan desarrollando numerosas
investigaciones en este sentido. Las tirosina cinasas,
de la misma manera que la PKC, pertenecen a una fa-
milia de enzimas que tienen la capacidad de fosforilar
proteinas. Las tirosina cinasas fosforilan los resi-
duos tirosina de determinadas proteinas y juegan un
papel importante como mediadoras en muchos even-
tos que involucran sefiales de transduccién intracelu-
lar. Se ha sugerido que estas dos vias forman parte
de una cascada de sefalizacion. Al administrar a co-
razones reperfundidos un inhibidor de la tirosina ci-
nasa junto con PMA (forbol 12-miristato 13-acetato),
un activador directo de la PKC, se observo que el
PMA redujo el tamafio de infarto en forma similar al
pre-acondicionamiento. Sin embargo, dicha protec-

140

cion desaparecid cuando se administré el inhibidor de
la tirosina cinasa.!® Si la PKC y la tirosina cinasa es-
tan involucradas en el fenémeno de PreC, es probable
gue estos dos componentes sean un paso mas de una
larga cascada de cinasas. Una de las mayores casca-
das de cinasas, por lo menos en el corazén de mami-
fero, es la de la familia de las proteinas cinasa activa-
das por mitégenos (MAP cinasas). Estas enzimas
pueden ser activadas por tirosina cinasas, PKC, pro-
teinas G acopladas a receptores y ciertos tipos de es-
trés celular. Existen al menos tres cascadas de MAP
cinasas identificadas en el corazon, éstas son: las ci-
nasas reguladas extracelularmente (ERK) y dos fami-
lias de MAP cinasas activadas por estrés oxidativo:
la cinasa c-Jun N-terminal (JNK) y la p38/cinasa
reactivadora. La cascada que involucra la MAP-ERK
es la mejor estudiada, es activada por factores de cre-
cimiento y receptores acoplados a proteinas G27. Sin
embargo, no existe evidencia experimental que invo-
lucre a esta cinasa en el PreC. Por el contrario, las
MAP cinasas JNK y/o p38 podrian intervenir en el
PreC. Existen al menos dos isoformas de MAP-JNK
en el corazon: MAP-JNK1 y MAP-JNK229. De gran
importancia es el hecho que las dos isoformas de la
MAP-JNK estan activadas durante la reperfusion. Se
ha demostrado que MAP-JNK1 y MAP-JNK2 son ac-
tivadas por la reperfusién, pero no son modificadas
por la isquemia; de esta manera, breves periodos de
isquemia seguidos por breves periodos de reperfusién
(tal como ocurre en el PreC) podrian activar la cas-
cada que involucra a la MAP-JNK. Ademas, la esti-
mulacion de receptores acoplados a una proteina Gy
de la PKC también podrian activar la MAP-JNK.
Otro miembro de estas cinasas es la MAP-KAPK-2,
que fosforila una proteina de choque térmico denomi-
nada HSP27. La fosforilacién de la HSP27 promueve
la polimerizacion de los filamentos de actina, incre-
mentando la estabilidad del citoesqueleto. La sobre-
expresion de HSP27 en miocitos aislados de rata les
confiri6 proteccion frente a la isquemia, mientras que
la disminucién en la expresion de esta proteina exa-
cerbo el dafio isquémico.'® Ademas, se sabe que isque-
mias prolongadas (30 minutos) provocan que el ci-
toesqueleto se desordene. Asi, la activacion de la
cascada de la MAP cinasa p38/HSP27 podria explicar
los efectos benéficos del PreC sobre el citoesqueleto
celular.

Canales de potasio dependientes de ATP

Los canales de potasio (K* ATP) han sido involucra-
dos como parte de los mecanismos activados por el

Bioquimia



Mecanismos moleculares involucrados en las estrategias mecanicas para evitar el dafio por reperfusién en el miocardio isquémico

PreC. Los canales de K* ATP se han descrito en di-
versos tejidos. Estos canales son de conductancia in-
termedia y se inhiben por concentraciones fisioldgicas
de ATP. En la actualidad se sabe que otros modula-
dores enddgenos modifican la actividad de estos cana-
les. Entre ellos podemos destacar el pH, los acidos
grasos, el 6xido nitrico, nucleotidos y varios ligandos
(adenosina, acetilcolina, benzopirenos, cianoguanidi-
nas). En cuanto al PreC, en un principio se pensoé
que los canales involucrados eran los ubicados en el
sarcolema y que éstos activaban un efecto protector
al acortar la duracion del potencial de accion. Sin em-
bargo, se ha demostrado que los canales involucra-
dos en el PreC son los ubicados en la mitocondria
(mitoK* ATP). Estos canales son similares estructu-
ralmente a los de la membrana plasmatica, pero pre-
sentan importantes diferencias en lo que respecta a
su respuesta farmacologica. No esta claro, por lo me-
nos hasta este momento, porqué la apertura de los
mitoK* ATP podria tener efectos cardioprotectores,®
sin embargo se ha sugerido que la apertura de los mi-
toK* ATP despolariza la membrana mitocondrial in-
terna con la consecuente entrada de K* al interior de
la mitocondria, reduciendo la entrada de Ca?* a la
matriz mitocondrial y evitando la formacién del poro
de la transicion de la permeabilidad mitocondrial. Da-
tos recientes apoyan que los mitoK* ATP pueden ac-
tuar como otros mediadores en la transduccion de se-
fiales del PreC. El grupo de Wang y cols. (1999),
describid que la proteccion brindada por el diazoxido
(un activador de canales mitoK*ATP) puede ser anu-
lada con la administracién de un antagonista de la
PKC. Asi, la apertura de los mitoK* ATP seria un
paso mas en la cadena de eventos intracelulares que
ocurren en el PreC. Se conoce mucho acerca de los
mecanismos intracelulares involucrados en el PreC,
pero una interrogante sin contestar sigue siendo cual
es el efector final responsable de la proteccion mio-
cardica.

Finalmente, es preciso sefalar que la mayoria de
los estudios que han evaluado los efectos del PreC se
han realizado en modelos de animales sanos y pocos
lo han hecho en animales con algun tipo de patologia
(hipertrofia, hipercolesterolemia, etc.). En este senti-
do hay que destacar que entre el 30 y 40% de los pa-
cientes con cardiopatia isquémica, presentan algin
grado de hipercolesterolemia, por lo tanto, seria rele-
vante para comprender el mecanismo involucrado en
el fendmeno de isquemia y reperfusion utilizar por
ejemplo, animales con niveles elevados de colesterol
en sangre. Al respecto se han hecho algunos estudios
que han ofrecido resultados contradictorios. EI grupo
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de Ferdinandy en 1998,22 observo6 que la proteccion
por el PreC se mantenia en animales hipercolestero-
Iémicos, al igual que en ratas control pre-tratadas
con farnesol (un metabolito intermediario en la sin-
tesis del colesterol). Por otro lado, se ha demostrado
que el efecto protector del PreC se pierde con una die-
ta hipercolesterolémica en conejos; sin embargo, al
tratar a los animales con pravastatina, un inhibidor
de la HMG-CoA reductasa, se recuperé la cardiopro-
teccién por PreC.%

Podemos concluir que en modelos animales el pre-
acondicionamiento es la intervencion mecanica con
capacidad cardioprotectora mas poderosa que se co-
noce en la actualidad. Su efecto ha sido reproducido
en numerosas especies animales y se han descrito
muchos de los mecanismos intracelulares que el pre-
acondicionamiento activa. Sin embargo, su extrapola-
cion a la practica clinica continda siendo limitada, ya
gue el cardidlogo puede diagnosticar la enfermedad
coronaria, pero no predecir el momento en que se
producira el evento isquémico. En la figura 1 se inte-
gran algunos de los mecanismos de cardioproteccion
inducidos por el PreC.

El post-acondicionamiento

El término post-acondicionamiento fue utilizado por
primera vez por Zhao y cols. en el afio 2003, tras de-
mostrar que breves episodios de reperfusion interrum-
pidos por breves episodios de isquemia de forma cicli-
ca, aplicados después de una isquemia prolongada
protegen al corazén del dafio letal inducido por reper-
fusion. Este grupo aplico 3 ciclos de 30 segundos de
reperfusién/isquemia después de una isquemia regio-
nal de 60 minutos en corazones caninos. Los resulta-
dos mas evidentes fueron: la disminucién del tamafio
de infarto en un 40%, y la atenuacioén de la disfuncion
endotelial. Este hallazgo atrajo la atencion de muchos
grupos a nivel mundial. La mayoria ha reportado que
la maniobra de post-acondicionamiento disminuye el
tamario del infarto, con protocolos muy particulares y
en diferentes modelos animales, motivo de una revi-
sion seria la descripcién de cada uno de los protocolos
utilizados. Sin embargo, los mecanismos a través de
los cuales el post-acondicionamiento protege no son
del todo claros. En esta parte de la revision menciona-
remos aquellos mecanismos que retnen suficiente evi-
dencia experimental, de manera que podamos tener
una vision actual de los mecanismos o vias que acti-
van esta maniobra mecéanica.

El post-acondicionamiento se presenta como un
“nuevo” mecanismo de protecciéon enddgena con ma-
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Pre-acondicionamiento

Cardioproteccién

Receptores | Opioides
bradiquinina
EGFR/src tyrk Adenosina
ERKs P13-cinasa
Akt
v / l
GSK-3 Bad/Bax — ON—> GMPc — PKG Y
v
Fosfolamban PKCm ¢
A4 A
JApertura del PTPm . ISobrecarga
en la reperfusion - de Ca*
1 '
K atp K atp
Sarcoplasma Mitocondria
efectores  l«—— pkCms ROS

Figura 1. Esquema que representa algunas de las vias que estan involucradas en la cardioproteccion, activadas por el preacondicio-
namiento. La maniobra de preacondicionamiento promueve la acumulacion de varios ligandos acoplados a receptores de protei-
na G, como los opioides y bradiquinina. Akt fosforila un gran nimero de sustratos, dentro de los cuales se incluyen a miembros
proapoptoticos de la familia Bcl-2, como Bad y Bax, inhibiendo su accion. El 6xido nitrico (NO) generado por la eNOS promueve
la activacion de PKG a través de la elevacion de los niveles de GMPc. Los sustratos de PKG pueden ser proteinas reguladoras de re-
ticulo sarcoplasmico, como el fosfolamban, que promueve la sobrecarga de calcio en reticulo, reduciendo la sobrecarga de este
cation en el citosol e inhibiendo la transicion de la permeabilidad mitocondrial. La activacion de PKCme promueve la apertura de
los canales de potasio en la mitocondria, la apertura de estos canales induce la aparicion de especies reactivas de oxigeno, que ac-
tivan de nueva cuenta a PCKme. La inhibicion de la transicion de la permeabilidad mitocondrial (PTPm) puede ocurrir via activa-
cion de PKCe y de la apertura de los canales mitocondriales de potasio activados por ATP.

Modificado de Ferdinandy P., 1998.22

yores posibilidades de ser extrapolado al ambito clini-
co, particularmente en aquellos pacientes sometidos a
angioplastia primaria.

Efecto protector del post-acondicionamiento (PC)

Dependiendo de la especie, el modelo o los factores
que active la maniobra del PC logra reducir el ta-
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mafio del infarto hasta en un 70% respecto a un co-
razén con la misma area de riesgo (corazén con-
trol). Estos hallazgos han sido comprobados por
un gran namero de grupos de investigacién, inclu-
yendo el nuestro. Ademas, se ha demostrado que
muchos de los eventos que ocurren durante los pri-
meros minutos de la reperfusion (Cuadro I1) son
revertidos por el PC.
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Cuadro 2. Algunos eventos que ocurren con el inicio de la
reperfusion y que el post-acondicionamiento revierte.
Modificado de Vinten J., 2007.%®

Generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO)

Células endoteliales

Neutréfilos
Expresion de P-selectina
Disfuncién de células endoteliales

Dafio en la sintesis y en la liberacién de 6xido nitrico
Expresion de citocinas

Factor de necrosis tumoral a

Interleucinas 6 y 8
Realcalinizacion

Activacion del intercambiador sodio-proton (Na/H)
Acumulaciéon masiva de calcio

En la mitocondria

En citosol
Apertura del poro de la transicion de la permeabilidad mito-
condrial
Activacion de cinasas de rescate (P1-3Cinasa, ERK
Hipercontractura

1/2)

Mecanismos propuestos activados por el post-
acondicionamiento

Efecto del pH

El grupo de Cohen y cols. (2007), reportd que una
lenta reintroduccién de oxigeno y una acidosis pro-
longada del tejido durante la reperfusiéon, mejoraba
la condicion del corazén frente a la reperfusion, esta
proteccion se redujo en presencia de agentes alcaloi-
des, asi como con atrapadores de radicales libres,
como el N-2-mercaptopropilglicina. Estos datos su-
gieren que la viabilidad del tejido cardiaco tras el PC,
podria estar relacionado con un ambiente acido o un
pH bajo en el tejido. En este sentido, se sabe que un
pH acido evita la apertura del poro de la transicién
de la permeabilidad mitocondrial (PTPm). En esta
condicidn, la reintroduccion gradual de oxigeno po-
dria reducir la generacién de especies reactivas de
oxigeno (ERO) en el tejido, evitando el estrés oxidati-
vo por efecto de la reperfusién. Sin embargo, a la fe-
cha no se ha medido el pH, ni los productos acidos
generados durante la maniobra de PC.

Inhibicién de la actividad de neutrofilos, disfuncion
endotelial y la respuesta inflamatoria

La evidencia experimental sugiere que en los primeros
minutos de la reperfusion se mimetiza lo que ocurre
durante la respuesta inflamatoria. En ambos casos,
hay activacidon de neutrofilos, asi como activacion de
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células endoteliales; conforme avanza el tiempo de re-
perfusidn hay reclutamiento de neutroéfilos que de ini-
cio se adhieren al endotelio y finalmente migran al pa-
rénquima. Tanto los neutroéfilos como las células
endoteliales sintetizan mediadores pro-inflamatorios
(factor de necrosis tumoral ¢[FNT«], interleucina 6
[IL-6], IL-8) asi como ERO que en pocos minutos cau-
san dafio tisular irreversible.

Se ha demostrado que la maniobra de PC disminu-
ye la disfunciéon endotelial, reduce la adherencia de
neutrdéfilos al endotelio, asi como su acumulacién en
el miocardio reperfundido y que ademas no hay acu-
mulacidon de FNT«.%® Por otro lado, se ha observado
cardioproteccion al depletar la poblacion de neutrofi-
los en modelos de oclusion coronaria en rata utili-
zando antisueros. De manera separada, tanto la de-
plecion de neutréfilos como el PC redujeron el
tamano del infarto. Sin embargo, la combinacion de
ambas no potencio el efecto de la maniobra. Se sabe
gue los neutrofilos, al igual que los oxidantes y las
moléculas proinflamatorias contribuyen de manera
significativa a la patogénesis del dafo por reperfu-
sién, entonces es concebible que los mecanismos que
los regulan pueden estar mediados por el PC.

Proteina G acoplada a receptores

La proteina G acoplada a receptores (GRP) ha sido
implicada en la cardioproteccion derivada del post-
acondicionamiento. La estimulacion de esta proteina
por adenosina u opioides al inicio de la reperfusién,
esta asociada con una disminucion en el tamafio del
infarto.?” Basta la estimulacién de uno de los recepto-
res para producir un efecto protector. Es muy intere-
sante el hecho de que el bloqueo de los receptores in-
hibe el efecto protector del PC frente a la reperfusion.
A continuacion se revisara a detalle la implicacion de
la proteina G y de sus tres principales receptores en
el post-acondicionamiento:

— Receptores de adenosina

De los cuatro subtipos de receptores de adenosina
(AL A, A A,), los receptores A,, y A, tienen un
efecto cardioprotector cuando se activan durante la
reperfusion.® Se ha demostrado que la administra-
cion de agonista del receptor A,, (ATL146e) reduce
el tamafo del infarto en un modelo de ratén normal,
pero no tiene efecto al administrarlo en un modelo
de ratén knock-out para el receptor A,,. Estos resul-
tados sugieren que la adenosina actla atenuando el
dafio por reperfusion a través de un mecanismo an-
tiinflamatorio. De acuerdo con estas observaciones,
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el efecto antiinflamatorio del receptor de adenosina
A,, se estimula durante el PC debido a que: 1) los ni-
veles de adenosina se elevan durante la isquemia y
el PC evita que esos niveles regresen a su basal; 2)
la inhibicién no selectiva de los receptores de adeno-
sinay la especifica del receptor A,, limitan de mane-
ra muy notoria el efecto cardioprotector de PCy 3)
la reduccion en la acumulacion y la adherencia de
neutrofilos junto con la preservacion del endotelio
vascular son consistentes con el efecto fisiolégico de
la adenosina en modelos de isquemia y reperfusion.
Recientemente, el grupo de Philipph y cols. (2006)%*
ha sugerido que el PC activa al receptor A,y a la
proteina cinasa C, mas que al receptor A,, Se sabe
que el agonista de receptor A, (MRS 1754) bloquea
el efecto de PC, ya que bajo estas condiciones no
hay reduccion en el tamafo del infarto; sin embargo
a la fecha no hay un modelo de knock—out que pueda
afianzar este hallazgo.

— Receptores de bradiquinina

El grupo de Yang y cols. (2004)* report6 que la ad-
ministracion de bradiquinina durante la reperfusién
reduce el tamafio del infarto a través un mecanismo
relacionado con la induccién de cinasas de sobreviven-
ciay la via de produccién de 6xido nitrico. El grupo de
Bell y cols. (2003),*! reporté resultados similares en un
modelo de isquemia y reperfusion. Lamentablemente,
a la fecha no hay ningun reporte que relacione la ad-
ministracion de la bradiquininay el PC.

— Receptores a opioides

Se conocen tres subtipos de receptores a opioides
u, 0y el k. Los receptores d y k se expresan en car-
diomiocitos. En el corazon se sintetizan tres péptidos
opioides: endorfinas, enquefalinas y dinorfinas. La li-
beracién de los péptidos opioides y la subsiguiente es-
timulacion de los receptores d y k en corazon ofrecen
cardioproteccién. Asi pues, se ha demostrado que la
administracion de opioides de manera exdgena al ini-
cio de la reperfusion disminuye el tamafo del infar-
t0.%2 Sin embargo, la estimulacién del receptor opioi-
de « durante el periodo de reperfusién no ofrece
ninguna cardioproteccién, lo cual sugiere que el me-
canismo de accidn de la activacion de estos recepto-
res obedece a la activacion de cinasas de salvamento
(RISK). En este sentido se ha identificado la partici-
pacién de la GCK3, pues al ser fosforilada y por tan-
to inactivada, se obtiene un efecto cardioprotector.
En este escenario de sintesis y liberacion de péptidos
opioides por el corazén, en modelos de isquemia/re-
perfusién, queda claro que estos péptidos juegan un
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papel parcial en la cardioproteccion derivada del PC.
El grupo de Kin y cols. (2005),* ha descrito la parti-
cipacion de los péptidos opioides en un modelo de PC;
este grupo observo que el efecto del PC se pierde al
administrar naloxona, este agonista bloguea en par-
ticular los receptores 0 y x, cuando se administra 5
minutos antes de la reperfusion.

Otras vias de sefializacion en el post-acondicionamiento

—PI3KYEKR, ,

Después de la maniobra de post-acondicionamiento,
se activan cinasas de sobrevivencia al dafio por reper-
fusion RISK, por sus siglas en inglés (Reperfusion In-
jury Survival Kinase), la PI3K'y la MEK-ERK .. La
via de activacion de la cinasa PI3K/AKT esta ligada a
la sintesis de 6xido nitrico, este ultimo es un impor-
tante regulador de la cardioproteccion mediada por
PC. La participacién de esta cinasa y su relaciéon con
la sintesis de 6xido nitrico ha llevado a sugerir que
los canales de potasio mitocondriales activados por
ATP vy el poro de la transicion de la permeabilidad
(PTPm) son mecanismos blancos de la cardioprotec-
cion derivada del PC (Figura 2). La regulacion de este
PTPm es crucial, ya que es un punto clave en la su-
pervivencia o en la muerte celular. Por otro lado, la
inhibicion de la actividad de la cinasa PI13K limita la
reduccion del tamafio del infarto en corazones que se
sometieron a la maniobra de PC. De igual manera la
activacion de la cinasa MEK-ERK_ , es un punto clave
en la proteccidon de un corazén con la maniobra de
PC. Se sabe que la estimulacion de la MEK-ERK
durante los primeros minutos de la reperfusién abate
los efectos de la reperfusién, por otro lado la inhibi-
cion farmacoldgica de la MEK-ERK , inhibe el efecto
del PC en un modelo de corazén aislado de conejo. La
participacion de ambas cinasas es consistente con la
estimulacion de la GPCR (proteina G acoplada a re-
ceptores) por ligandos end6genos.3

— Proteina cinasa C (PKC)

La proteina cinasa C ha sido un elemento clave en
la cardioproteccion derivada tanto del pre como del
post-acondicionamiento. Se sabe que los ligandos de
la GPCR estimulan a la fosfolipasa C y la generacién
de inositol trifosfato y diacilglicerol que estimulan la
actividad de la PKC. En modelos murinos, se sabe
que las isoformas de la PKC que predominan son la
y la e, ambas isoformas estan involucradas en la pa-
togénesis del dafio por isquemia/reperfusion. La iso-
forma d se transloca a la mitocondria en los primeros
minutos de la reperfusién, induciendo una mayor
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produccion del anién superoxido (O,~), la transloca-
cion de PKCo se ha relacionado también con disfun-
cién mitocondrial y con liberaciéon de citocromo C.%
Por otro lado, la isoforma ¢ de la PKC tiene la parti-
cularidad de inhibir la formacion del poro de la tran-
sicién de la permeabilidad mitocondrial. El grupo de
Zatta y cols. (2006),% reporté que en un modelo de PC
en rata, el uso de un agonista no selectivo de la PKC
(queleritrina) inhibe el efecto cardioprotector del PC.
El grupo de Pennay cols. (2006), obtuvo resultados si-
milares al usar un inhibidor de la PKCe (KIE-1). Ob-
servaron que el tamarfio del infarto no disminuyé en
presencia del inhibidor en corazones post-acondiciona-
dos.**% La maniobra del PC incrementa los niveles de
la PKCe respecto a un miocardio sin la maniobra, lo
cual sugiere que ademas de ser translocada a la mito-
condria, la PKCe también se transloca a otros sitios.
Por el contrario, la translocacion de la isoforma
PKC6 se reduce en corazones post-acondicionados.
Los resultados hasta el momento sugieren que la car-
dioproteccion del PC es dependiente de la actividad de
la PKC y que la maniobra mecanica incrementa los
niveles de PKCe, que a su vez reprime los efectos no
protectores de la PKC9.%

Especies reactivas de oxigeno (ERO)

La generacion de radicales libres durante la reperfu-
sién ha sido implicada como responsable en la pato-
génesis del dafio por reperfusion. Particularmente, el
anion superoxido (O,~) ha sido sefialado como el res-
ponsable de la peroxidacion de las membranas celula-
res y de la estimulacion de la expresién de las molé-
culas de adhesion P-selectina e ICAM- 1 en el
endotelio vascular, esto ultimo favorece la adhesién
de los neutrdfilos al endotelio vascular.

Las ERO, incluyendo el O," y sus productos
(H,0,, y radical hidroxilo [OH"]) y el oxido nitrico y
sus productos (especialmente peroxinitrilo [ONOO]),
se incrementan durante la reperfusion de un miocar-
dio isquémico y representan uno de los mayores deto-
nantes del dafio por reperfusién. Bajo condiciones de
estado estacionario, los ERO son producidos en la
mitocondria cuando se reduce el oxigeno a agua. Bajo
estas condiciones los ERO son parte importante de la
homeostasis celular, interviniendo en procesos de se-
fializacion, de diferenciacion, de mitosis y de la res-
puesta inmune. A concentraciones por arriba de las
fisioldgicas, los ERO son considerados como los prin-
cipales responsables del dafio por reperfusién. Es in-
teresante por ejemplo, que la administracién de ERO
en concentraciones similares a las producidas duran-
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te la reperfusion provoca en un corazon los dafos ca-
racteristicos de la repercusidn, sin haber cursado por
ella.®® En el corazén, los ERO son sintetizados por
los cardiomiocitos, el endotelio vascular coronario y
en células inflamatorias como los neutrofilos. Los
ERO provocan la oxidacién de lipidos de membrana,
la desnaturalizacion de proteinas y provocan ademas,
la ruptura del ADN. Como se menciong, los ERO tie-
nen un papel dual, lo que los convierte en moléculas
de sefializacion o bien en activadores de mecanismos
de dafio, en este sentido el desempefio de una u otra
funcion esta basado en diversos factores que se rela-
cionan con: 1) la concentracion sitio-especifica de los
ERO, 2) la transformacion de ERO en especies mucho
mas reactivas (peroxinitrilo), 3) los mecanismos que
favorecen la liberacién de hierro, que alimenta la re-
accion de Fenton y 4) la activacidon o el cambio de
funcion de las enzimas generadoras de ERO. Por
ejemplo, la actividad basal de la xantina deshidro-
genasa cambia a actividad de oxidasa bajo condicio-
nes de isquemia, ademas, las citocinas y trombinas
gue se liberan en la reperfusién pueden activar a la
NADPH oxidasa del endotelio, favoreciendo la pro-
duccidn de ERO.

En la maniobra de post-acondicionamiento se ha
propuesto que hay una reduccién en la produccién de
ERO y ésta podria ser un mecanismo de cardioprotec-
cion en la maniobra mecanica frente a la reperfusion.
Se ha demostrado en cultivos celulares que la exposi-
cion parcial (reducida) a oxigeno disminuye la forma-
cién de ERO, simulando lo que podria ocurrir en el
PC. En este modelo se demostr6 que la disminucién
en la generacion de O, esta asociada con la reduc-
cién de la sobrecarga de calcio en la mitocondria y
con la inhibicién de la muerte celular.** En modelos
animales se ha asociado la maniobra de PC con una
menor sefal del dihidroélidio, que se utiliza como un
detector del estado oxidativo celular en el miocardio.
Este resultado concuerda con la reduccién en la lipo-
peroxidacion de lipidos de membrana que reportan
muchos grupos de investigacién en modelos de oclu-
sién coronaria con maniobra de PC y reperfusién.t24°
Ademas, se ha demostrado que la maniobra de PC
atenua la generacion de ERO del endotelio vascular
coronario en el area reperfundida, después de 24 ho-
ras de reperfusion. Esta reduccion es en parte res-
ponsable de preservar la funcién endotelial del epi-
cardio de las arterias coronarias, en un modelo in
vivo de corazon con PC.#* A pesar de los datos que de-
muestran que el post-acondicionamiento reduce la ge-
neracion de ERO, hay un grupo de investigacion que
ha perfundido antioxidantes como N-acetil-cisteina al
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inicio de la reperfusién y que ha demostrado que el
efecto cardioprotector del PC se pierde por efecto de
este antioxidante, dejando claro el efecto dual de los
mismos.*? Por otro lado, se sabe que el PC mantiene
las reservas antioxidantes del miocardio. Se ha de-
mostrado que el PC mantiene los niveles de glutatién
(GSH), el mayor sistema celular antioxidante, asi, el
PC no sélo evita el estallido del estrés oxidativo en el
miocardio por ERO, sino que también mantiene los
niveles de antioxidantes endégenos.*

Sobrecarga de calcio

En los primeros minutos de la reperfusion hay una
acumulacion masiva de calcio en el citosol, el cual es
responsable de activar fosfolipasas, proteasas y nu-
cleasas. En la mitocondria, el Ca** entra a traveés del
uniportador de calcio, permitiendo la acumulacion ma-
siva de este ion en el organelo, promoviendo la apertu-
ra de un poro no especifico transmembranal (PTPm) y
un aumento en la generacion de ERO, estos procesos
conllevan a la muerte celular,* en este sentido se sabe
gue evitando la sobrecarga de calcio durante la reper-
fusion, con inhibidores especificos de la entrada masi-
va de calcio (por ejemplo el Ru360), se inhibe el dafio
por reperfusion en un modelo de corazon aislado.*>4
En corazones con la maniobra de PC se ha repor-
tado, por ejemplo, que la maniobra reduce la acumu-
lacion de calcio en la mitocondria en un modelo de
cardiomiocitos. En este modelo, el grupo de Sun y
cols. (2005),4 demostré que la sobrecarga de calcio
disminuia tras una hora, cuando sometian a los car-
diomiocitos a una reoxigenacién parcial (maniobra de
PC), mientras que si lo hacian de manera directa el
efecto de sobrecarga de calcio duraba hasta 6 horas.

Transicion de la permeabilidad mitocondrial

La génesis de la lesion por reperfusion después de un
periodo de isquemia, esta intimamente ligada a la
funcion mitocondrial. La transicion de la permeabili-
dad mitocondrial se caracteriza por la apertura de un
poro no especifico dependiente de voltaje entre las
membranas interna y externa mitocondrial, que se
denomina poro de la transicion de la permeabilidad
mitocondrial (PTPm). La formacion de este poro pro-
voca un colapso total del potencial de membrana, el
desacoplamiento de la cadena respiratoria y sirve
como via de salida a pequefias moléculas < 1,500 Da
y a otros factores proapoptéticos que promueven el
inicio y la ejecucién de la necrosis 0 apoptosis. Una
pieza clave en el dafio de la reperfusion es la regula-
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cién de la apertura de este poro, pues la sobrecarga
de calcio, asi como el estallido del estrés oxidativo
son fendmenos que promueven su apertura durante
los primeros minutos de la reperfusién. Otros induc-
tores de la apertura de este poro durante la reperfu-
sion son la alcalinizacion del pH intracelular y la fos-
forilacion de proteinas cinasas, entre otros factores.
Es por ello que la inhibicién farmacoldgica de este
poro con ciclosporina A, o con analogos de este inmu-
nosupresor, evitan el dafo por reperfusién. En cuan-
to a la regulacién de este poro durante la maniobra
de post-acondicionamiento, se sabe que mitocondrias
aisladas de corazones sometidos a la maniobra de PC,
son igual de resistentes a la induccién de la transi-
cién de la permeabilidad, que las de corazones per-
fundidos con un analogo de la ciclosporina A.*® Expe-
rimentos posteriores demostraron que la disminucién
en la apertura del PTPm se debia a la participacion
de la fosforilacion de la proteina cinasa AKT.*®

El papel del post-acondicionamiento en la
apoptosis

La apoptosis es un evolucionado y conservado meca-
nismo de muerte celular, que juega un papel crucial
en muchos eventos biolégicos, incluyendo el desarro-
llo, el mantenimiento de la homeostasis y la remocién
celular. La liberacion de citocromo C de la mitocon-
dria es un acontecimiento clave en la via intrinseca de
la apoptosis. EI mecanismo por el cual esta proteina es
liberada al citosol es aun debatido, ya que al menos se
han descrito dos vias diferentes. La primera involucra
la formacion de un canal conductor de citocromo C,
formado por oligbmeros de la proteina BAX, la segun-
da propone que la liberacién de citocromo C esta rela-
cionada con la apertura del poro de la transicion de la
permeabilidad mitocondrial (PTPm).

En un modelo de isquemia-reperfusién se sabe que
la apoptosis juega un papel muy importante en la
muerte celular. Se sabe que la inhibicion farmacol6gi-
ca de la cascada de sefalizacién apoptética durante la
fase de reperfusién, detienen los procesos de muerte
celular y mejora la funcion contractil del corazén.°

El conocimiento del papel de la apoptosis en la car-
dioproteccion por post-acondicionamiento es limita-
do. Se sabe que el PC inhibe a proteinas cinasas
como la JINK y la p38MAPK que son reguladores del
factor pro-apoptotico BAX. De este modo se ha suge-
rido que podria haber una disminucién en la sefiali-
zacion apoptdética por BAX.%? Este posible mecanismo
y algunos otros discutidos en la revisién se encuen-
tran esquematizados en la figura 2.
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CONCLUSIONES

No cabe duda que la reperfusion es el Unico mecanis-
mo para salvar al corazén de un dafio isquémico. Sin
embargo, las propuestas que veian a la reperfusion
como una etapa oportuna de cardioproteccién han
quedado de lado, en el sentido de ver al tiempo de re-
perfusion como una oportunidad de aplicar cualquier
tipo de terapias que indujera cardioproteccion. A pe-
sar de los cientos de trabajos que han propuesto apli-
car estrategias cardioprotectoras al tiempo de la re-
perfusion, sélo unas pocas han sido puestas en
practica.> En este sentido, el mejor entendimiento de
los mecanismos que ocasionan el dafo por reperfu-
sién nos permitira acercarnos hacia nuevas opciones
terapéuticas. La maniobra de pre-acondicionamiento,
que en modelos animales es una estrategia infalible
frente al dafio por reperfusion, no es aplicable en huma-
nos, debido a que no se puede determinar el momento
en el que una persona sufrira un evento isquémico. Por
otro lado, la maniobra de post-acondicionamiento re-
duce significativamente el dafio por reperfusion vy,
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aungue los mecanismos que activa no estan del todo
claros, tiene amplias posibilidades de ser aplicada en
seres humanos, representando una estrategia cardio-
protectora superior a la producida por cualquier far-
maco aplicado durante la reperfusién. La maniobra
de post-acondicionamiento ha puesto de manifiesto la
importancia de los primeros minutos de la reperfu-
sién, que son determinantes, por ejemplo, para el de-
sarrollo del tamafio del infarto. Al limitar el dafio del
miocardio con una manipulacion de naturaleza meca-
nicista, que luce simple en su implementacion, podria
obtenerse un beneficio clinico terapéutico, sobre todo
en los terrenos de la cirugia de revascularizacién co-
ronaria y en la terapia intervencionista. Es por ello
que, con base en las evidencias experimentales, quie-
nes trabajamos para instituciones involucradas en el
estudio y tratamiento del corazén, debemos impulsar
la utilizacion de estrategias alternativas que dismi-
nuyan la mortalidad y aumenten la sobrevida de los
pacientes, teniendo presente que en México como en
el mundo, las enfermedades isquémicas ocupan los
primeros lugares en las estadisticas de mortalidad.
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