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I. INTRODUCCION

La utilizacién de agentes tromboliticos y, mas recientemente, el
desarrollo de las técnicas de angioplastia, han permitido una amplia difusién de la
terapéutica de reperfusion en pacientes con infarto de miocardio. Esto ha motivado un
aumento del interés por los procesos subyacentes a la lesién isquémica en el miocardio

y las consecuencias de la reperfusion.

Existen diversos estudios que han demostrado gue la reperfusion
es capaz de disminuir la extensién del drea necrética de un infarto de miocardio en
evolucion, mejorar la funcion ventricular izquierda y prolongar la supervivencia de los

pacientes con infarto agudo de miocardio (1-6).

No obstante, existen datos cada vez mas s6lidos que sugieren que
la reperfusion puede causar dafio, poniendo en peligro miocardio potencialmente
salvable (3, 6-11). Asi, la eficacia de la reperfusién en cada caso corresponderia al
balance final entre sus efectos beneficiosos y los nocivos. Nayler y colaboradores (7)
popularizaron el concepto de "dafio por reperfusiéon”, que se refiere al dafio o muerte
celular causados por la reperfusiéon, en contraste con el dafio o la muerte celular
causados por el episodio isquémico previo. En este sentido, la expresion "daio por
reperfusion” se empleaba para describir la muerte explosiva durante la reperfusién de

miocitos severamente isquémicos pero aparentemente intactos (7, 12-14), lo cual
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englobaria dos fenémenos muy diferentes: a) la aceleracion de la lisis de miocitos ya
muertos, que se podria denominar "lisis postreperfusién”, y b) la muerte de miocitos
todavia viables. Aunque existen pruebas concluyentes de la existencia del primer
fenémeno, la existencia de lo que se podria llamar "necrosis postreperfusiéon” no ha
podido ser confirmada con los métodos actualmente disponibles (15) y no es universal-
mente aceptada (1, 3, 8, 12, 14, 16, 17). Sin embargo, observaciones recientes (13, 16,
18) han hecho que la discusion se centre ahora méas en la importancia relativa de la
necrosis postreperfusion que en su existencia, y se admite que el éxito de las
intervenciones farmacolégicas y mecdnicas como la trombolisis o la ACTP durante el
infarto de miocardio puede estar limitado por la posibilidad de dafio por reperfusion (2,

9, 10, 16, 19).

Frecuentemente, €l término "dafio por reperfusion” es empleado,
también, para englobar algunos hechos que ocurren durante la reperfusién del miocardio
isquémico, como la disfuncidén contrictil (aturdimiento miocardico), las arritmias de

reperfusion y el dafio vascular (fenémeno de "no reflujo”) (8, 11, 15).

E! miocardio isquémico no puede recuperarse a menos que se
restablezca la perfusion. La razdn por la que la reperfusién causa la recuperacion de
unos miocitos “reversiblemente dafados” y la destruccién de otros con "dafio
irreversible” no es bien conocida. Jennings y cols (1, 14) describieron que el dafio
irreversible se asociaba a detencién del metabolismo anaerobio y marcado descenso de

los niveles de ATP, junto a cambios estructurales en la mitocondria y en el sarcolema.
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La valoracién del dafio por reperfusion ha sido objeto de

numerosos estudios experimentales, fundamentalmente en miocitos aislados o en
corazones aislados que son reperfundidos tras periodos prolongados de isquemia global
en situacién de normotermia (13, 20-25). Bajo estas condiciones, "in vitro", la cuantifi-
cacion del dafio adicional asociado a la reperfusion es relativamente facil (7). Liberacion
de enzimas intracelulares y de otras macromoléculas, cambios estructurales, aumentos
mantenidos de la tension telediastélica de reposo, incremento del contenido de calcio
y agua de los tejidos y defectos en la eliminacién extracelular de marcadores y tintes
son algunos de los indices que se han empleado (7, 14, 21, 23, 24). Por el contrario,
la deteccidn y cuantificacién del dano asociado con la reperfusion "in vivo" es dificil
(14, 26). Deben considerarse muchos factores, como la cantidad de circulacion colateral
existente, los cambios hemodindmicos que afectan a la circulacion periférica, la
localizaciOn precisa o el tamafio del infarto. Incluso si todos estos factores son controla-
dos, la valoracién adecuada del dafio adicional debido a la reperfusién es complicada,
ya que depende de la identificacion cuantitativa de las células que han sido dafiadas

como consecuencia directa de la reperfusion (7, 9, 14).

1.- ISQUEMIA MIOCARDICA

1.1, Distribucion del flujo coronario.

El miocardio depende fundamentalmente del metabolismo aerobio

y, en consecuencia, de una vascularizacién abundante. Cada célula miocérdica estd en

estrecho contacto con 2-4 capilares. El flujo coronario normal es de (.7-0.9 ml/gr/min

y la liberacion de oxigeno de 0.1 ml/gr/min. Normalmente el corazdn extrae
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aproximadamente el 75% del oxigeno (pudiendo aumentarse la extraccién hasta el
100%) y las modificaciones en la demanda metabdlica se ajustan en gran medida por
aumentos o disminuciones en el flujo sanguineo coronario. El flujo coronario se
distribuye fundamentalmente en la didstole, puesto que la contraccion sistolica aumenta
la resistencia vascular intramiocardica. Ademas, durante la sistole, 1a presion histica a
nivel del miocardio subendocardico se aproxima a la presion que existe en el interior
del miocardio ventricular izquierdo, lo cual produce compresion capilar e interrupcion
de la perfusién en la zona mas interna. Por otra parte, la presion histica es méis baja en
la zona subepicardica, de forma que esta zona recibe sangre tanto en sistole como en
diastole. En el miocardio no isquémico esta diferencia fasica est4d compensada con un
cortocircuito preferencial de sangre hacia la pared interna del ventriculo izquierdo
durante la didstole. Los vasos que irrigan esta zona se dilatan, de forma que la
perfusion global es similar en todas las regiones del miocardio ventricular izquierdo

(14, 18, 27, 28).

1.2. Modelo de oclusién coronaria "in situ"., Factores determinantes del dafio

isquémico.

Cuando tiene lugar una oclusién coronaria se produce isquemia
de la zona dependiente de la arteria ocluida, pero el flujo coronario tiende a alcanzar
la regidn isquémica a través de anastomosis colaterales. En el modelo canino (y también
en el hombre cuando su circulacion colateral se encuentra desarrollada) estas conexiones
se localizan sobre todo en la region epicardica y subepicardica del ventriculo izquierdo
y desde alli perfunden las zonas mds profundas del miocardio por medio de las arterias

musculares perforantes. Debido al aumento de la tensidn intramiocdrdica durante la
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sistole, existe un gradiente transmural en el flujo colateral que limita mas la perfusion
del subendocardio en relacién al subepicardio. Reimer y cols en su modelo en perros
con oclusién coronaria de la arteria circunfleja, observaron una disminucién del flujo
subendocardico hasta el 3% durante la isquemia, mientras que el flujo epicérdico se
mantuvo en un 17% del basal (18, 27). También en el hombre pueden existir, en
determinadas circunstancias, anastémosis colaterales entre los vasos subepicérdicos,

siendo también su miocardio subendocardico mas vulnerable ante el dafio isquémico.

La interrupcidn brusca del flujo en la arteria coronaria delimita,
en las especies de laboratorio y en el hombre, una zona de isquemia de espesor
transmural que se denomina area en riesgo anatdmica o simplemente area en riesgo (1).
Hoy se sabe que los limites de esta zona son perfectamente nitidos, aunque
anfractuosos, debido a que no existen interconexiones entre los lechos capilares

adyacentes (5, 18, 29).

El tamafio de la necrosis determina tanto la mortalidad como la
morbilidad de los pacientes tras un infarto agudo de miocardio (18). Los experimentos
con oclusién coronaria transitoria realizados en diversos modelos animales han
demostrado que la cantidad de miocardio salvado depende fundamentalmente de: la
duracion del periodo de isquemia (1, 11, 30, 31), el flujo residual a la zona isquémica
(1, 18, 26, 31), las condiciones hemodindmicas durante la oclusién coronaria (1, 26,
31), las condiciones previas a la oclusién (16, 32-35) y las condiciones en las que se

realiza la reperfusién (9, 36-42).
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La duracién del periodo de isquemia es el principal determinante

de la extension del drea de necrosis postreperfusién. A medida que se retrasa la
reinstauracion del flujo al territorio isquémico, el drea necrética se va extendiendo de
endocardio a epicardio, en forma de un frente de onda (18, 30). Jennings y cols {1, 18)
en su modelo de oclusién coronaria en perros, evaluaron la cantidad de miocardio
"recuperable” por la reperfusion en relacidn con la duracidn del episodio isquémico.
Durante los primeros 15 minutos todo el territorio es recuperable y no se producirfa
necrosis postreperfusion, tras 40 minutos de oclusion coronaria seria recuperable el 60-
70% de lo que supondria el infarto completo tras oclusién permanente, y después de
3-6 horas de isquemia s6lo serfa recuperable el 10%. En otro estudio realizado en
perros, con oclusion coronaria de [a arteria descendente anterior durante perfodos de
2 y 4 horas seguidos de reperfusion durante un mes, los autores observaron
recuperacion contréactil en los que tuvieron oclusiéon durante 2 horas, y persistencia de
la distuncién sist6lica tras un mes de reperfusion en los sometidos a oclusién coronaria

durante 4 horas (43).

Sin embargo, se observan algunas discrepancias en los resultados
de los estudios sobre el dafio isquémico realizados por los distintos grupos, en gran
medida relacionadas con diferencias entre los principales modelos experimentales
empleados, fundamentalmente en la cantidad de circulacion colateral existente, que
determina el flujo residual a la zona isquémica (5, 26, 29, 44, 45). El desarrolio de
circulacién colateral varia mucho entre las distintas especies (5) estando practicamente
ausente en el cerdo (29) y siendo generalmente importante en el perro (26). Como
consecuencia de ello, en el modelo experimental canino, caracterizado por su abundante

circulacion colateral, la reperfusion tras oclusién coronaria de 2-3 horas permite salvar
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cantidades apreciables de miocardio (5, 18, 26). Reimer, Jennings y cols describieron
en su modelo canino con oclusién coronaria de la arteria circunfleja (18), que tras 40
minutos de oclusion coronaria se apreciaba una necrosis del miocardio subendocéardico,
mientras que gran parte del subepicardio era aun viable si se restablecia la reperfusion.
Después de 3 horas de oclusion coronaria aun persistia musculo viable en el
subepicardio, y la reperfusion en este periodo logré disminuir el tamafio del infarto. Sin
embargo, tras 6 horas de oclusién coronaria los infartos reperfundidos eran sdlo
ligeramente menores que los permanentes. Los autores describieron que la extension de
la necrosis transmural se relacionaba inversamente con el flujo colateral al subepicardio
en oclusiones de 3 y 6 horas, resultando infartos transmurales tras 3 horas de oclusion
en ausencia de circulacion colateral significativa, y después de 6 horas en presencia de

ésta.

Por el contrario, en el cerdo, cuya circulacion colateral es
practicamente inexistente, cuando una oclusién coronaria se prolonga por encima de los
45 minutos provoca un crecimiento exponencial del drea infartada, que alcanza tras 90
minutos de oclusion coronaria el 75% del producido con oclusiones permanentes (30,
44). Miyazaki y cols en un modelo porcino tras oclusién coronaria de una hora
objetivaron infarto transmural, 2/3 del cual se encontraba ocupado con necrosis en
bandas de contraccién, y tras 2 horas de oclusién coronaria el tamaiio del infarto fue

similar al que producia la oclusién permanente de la arteria (47).

La circulacion colateral es escasa en el hombre sano, pero puede
estar muy desarrollada en pacientes con cardiopatia isquémica crénica, presentando en

este caso caracteristicas fisiopatologicas especiales (45). Sinembargo, aproximadamente
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el 50% de los pacientes presentan un infarto de miocardio como la primera

manifestacién de su enfermedad coronaria (48).

Las condiciones hemodinamicas durante el periodo de oclusién
pueden modificar la evolucion del dafio isquémico; asi el flujo colateral disminuye en
la hipotension arterial secundaria a arritmias o fallo contractil, o en situaciones en que
la presion telediastdlica del ventriculo izquierdo se eleve por encima de la presion de
perfusion tisular (1). Se ha demostrado que la hipertension arterial incrementa el tamafio
del infarto en un modelo experimental sin circulacion colateral (5, 31). Opie y cols
describieron que el aumento de la frecuencia cardiaca se acompaiaba de aumento de la

severidad del dano isquémico y mayor incidencia de arritmias de reperfusién (11).

Muchos autores han sugerido que las condiciones en las que se
realiza la reperfusion (temperatura, pH, concentracion de calcio, presencia de leucocitos
o agentes anti-radicales libres) pueden modificar el tamafio del infarto (9, 36-42). La
importancia terapéutica de este aspecto, que sera tratado en las paginas siguientes, se
ve potenciada por la dificuitad de actuar sobre los factores anteriormente descritos,
como la cantidad de circulacidn colaterai o {a duracién de la isquemia en pacientes con
infarto de miocardio. Las estrategias para acelerar la llegada al hospital de estos
pacientes o para administrarles el tratamiento trombolitico antes de la misma implican
un coste elevado y no han logrado reducciones importantes de la duracién de la

isquemia (5, 48).

La importancia de las condiciones previas a la oclusién coronaria

ha sido reconsiderada muy recientemente. Los periodos breves y repetidos de isquemia
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miocardica tienen un paraddjico efecto protector frente a un periodo ulterior de

isquemia prolongada y, especialmente, respecto al tamafio del infarto (11, 32-35).

Desde el punto de vista clinico existen otras circunstancias,
ademds del infarto de miocardio, en las cuales el control del dafio por reperfusion
adquiere especial importancia, como en la cirugia cardiaca con circulacion extracorpé-

rea y en la preservaciéon del corazdn para trasplante (28, 49-52).

1.3. Efectos metabdlicos de la isquemia.

Se puede definir la isquemia miocédrdica como aquella situacién
en la que la perfusion sanguinea del miocardio resulta insuficiente para mantener la pO2
intramitocondrial necesaria para la reposicion, mediante fosforilacion oxidativa, de los
enlaces fosfato de alta energia consumidos por el metabolismo celular (5, 14). Inde-
pendientemente de la causa que lo motiva (trombosis, espasmo o embolismo), la
reduccién masiva y subita o el cese del flujo sanguineo tienen dos consecuencias
inmediatas sobre ¢l miocardio correspondiente: la reduccion en el aporte de oxigeno y

sustratos para el metabolismo y el acimulo de productos del metabolismo (7, 53).

Tras la instauracion de fa isquemia se produce el paso del
metabolismo aerobio al anaerobio, lo que conlleva un acamulo de protones, lactato y
fosfato inorganico (5, 7, 14, 54, 55). Estos hechos se producen rapidamente y el
cambio de glucolisis aerobia a anaerobia ocurre unos segundos (15-30 seg) después del

inicio de la isquemia (56, 14).
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La interrupcion brusca del aporte de oxigeno produce en escasos

segundos la saturacion del sistema transportador de electrones en las mitocondrias, la
disminucién o detencidén de la betaoxidacion de los dcidos grasos y del ciclo de los
acidos tricarboxilicos y una disminucién marcada de la produccion mitocondrial de
ATP. Inmediatamente se pone en marcha la glucolisis anaerobia y se activa la
glucogenolisis, por accidén fundamentalmente de] AMPc a través de un aumento de la

actividad de la enzima fosfopiruvato-cinasa (5, 14).

El aumento de la glucolisis anaerobia, que llega a multiplicar por
20 su actividad durante el primer minuto de estado anaerobio, da lugar a un gran
aumento de la produccion de piruvato y lactato (5, 14). A pesar de la disminucion de
la produccién de ATP desde los primeros segundos del estado anaerobio, su concentra-
cion citoplasmatica se mantiene durante un corto periodo gracias a la refosforilacion del
adenosin-difosfato (ADP), que se va produciendo mediante la utilizacion del radical
fosfato (P) del creatin-fosfato en una reaccion catalizada por la creatin-cinasa (CK). El
consumo de creatin-fosfato en esta reaccion es muy rapido y en menos de 3 minutos la

concentracion puede llegar a ser inferior al 20% de la normal (5, 55).

La glucolisis anaerobia puede dar lugar unicamente a una cantidad
limitada de ATP, produciendo 3 moléculas por unidad glicosilada de glucdgeno
convertido en lactato, en comparacion con las 38 moléculas de ATP producidas por el
metabolismo aerobio de la glucosa para formar diéxido de carbono y agua (1, 27). Asi
pues, se produce una pérdida progresiva de las reservas intracelulares de ATP (que
disminuye hasta un 35% de los valores basales tras 15 minutos de isquemia y hasta

menos del 10% después de 40 minutos de isquemia) a pesar de que la utilizacion de
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fosfatos de alta energia para la actividad contractil queda muy disminuida o
completamente interrumpida (14, 27). El adenosin-difosfato histico (ADP) aumenta
marcadamente cuando se instaura la isquemia, pero disminuye posteriormente a medida
que el miocito utiliza la adenilato-ciclasa para capturar el fosfato de alta energia de la
molécula de ADP. El adenosin-monofosfato (AMP) producido se defosforiliza para dar
lugar al nucledtido adenosina que puede difundir desde el miocito al espacio extracelu-
lar. La adenosina se degrada posteriormente a inosina (tanto en el interior como en el
exterior del miocito). Finalmente, se acumulan los productos del catabolismo posterior
como protones, hipoxantina y xantina (5, 14, 27). La aparicién en plasma de enzimas
(creatinquinasa, succinatodeshidrogenasa, aspartatoaminotrasferasa) y otras sustancias
de origen intracelular (mioglobina, inosina ¢ hipoxantina) permite valorar la severidad

y extension del dafio isquémico (53).

1.4. Desarrollo temporal del daio isquémico

Describiremos a continuacion la secuencia de produccion del dafio
isquémico, que en general se ha referido casi siempre en la literatura al modelo canino
(7, 14, 27). Tras un periodo de isquemia severa de pocos minutos, las imigenes
ultraestructurales muestran miocitos hinchados (tras 2 6 3 minutos de isquemia). Se
produce un incremento en el tamafio relativo de las células y en el grado de claridad del
espacio sarcoplasmico (14, 27). Tras 15 minutos de isquemia se produce depleccion de
los granulos de glucdgeno, la cromatina del nicleo puede presentar agregacion
periférica, desaparecen los granulos de la matriz mitocondrial y alguna mitocondria
aparece hinchada. El sarcoplasma aparece mas claro debido al edema intracelular y a

la pérdida de glucégeno. Las miofibrillas estin relajadas y presentan lineas N a cada
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lado de las lineas Z. El plasmalema, no obstante, permanece intacto y la reperfusion
en este momento da lugar a la recuperacién completa de la estructura, presentando las
miofibrillas, la mayor parte de las mitocondrias, el niicleo y el sarcolema caracteristicas
indistinguibles del miocardio no isquémico, y tan solo algunas mitocondrias muestran

evidencia de lesion (14, 27).

La situacion es diferente cuando el periodo isquémico es méas
prolongado. En un plazo de 30 6 40 minutos desde el inicio de la isquemia severa, el
dato mas importante desde el punto de vista ultraestructural es el acaimulo de fluido bajo
el sarcolema. La sobrecarga osmética de la isquemia produce edema de los miocitos que
contribuye a la disrupcién y lesion de las membranas (14, 27). E! plasmalema
permanece aun aparentemente intacto y es capaz de retener enzimas intracelulares, pero

muestra algunos cambios incipientes (7).

Siel periodo de isquemia se prolonga més de 40 minutos aparecen
progresivamente cambios més marcados en la morfologia celular y ya es posible
detectar algunas roturas focales del plasmalema mediante microscopia electrénica de alta
resolucién. La lesion queda documentada por un aumento importante en el espacio de

difusién de la inulina, indicativo de un aumento de la permeabilidad (14, 27).

S1 la isquemia se prolonga por encima de los 60 minutos, a
medida que se afecta la morfologia tisular, los cambios ultraestructurales son mas
evidentes; la agregacion periférica de la cromatina nuclear es mas prominente, las
mitocondrias aparecen muy hinchadas, con un aumento de su matriz interna en la que

aparecen cuerpos densos osmiofilicos amorfos. El sarcoplasma carece practicamente de
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glucégeno y las miofibrillas aparecen sobredistendidas y presentan bandas I mas

prominentes, la mayoria de las cuales contienen una linea N (1, 14, 27).

Finalmente, se detectan discontinuidades en el plasmolema, cuya
aparicién sefala la muerte de la célula, puesto que permiten la libre difusion de
macroléculas, agua y electrolitos a través de lo que previamente era una barrera
semipermeable. Los cuerpos densos amorfos de la matriz mitocondrial aumentan en
tamarfio y cantidad (7, 14, 27). Bajo estas circunstancias, la reperfusién con la reintro-
duccién de un aporte ilimitado de oxigeno y calcio podria tan solo precipitar la muerte

celular, incluso si se introducen ahora procedimientos de "proteccién™ (7).

Durante la isquemia se producen también alteraciones vasculares
cuya intensidad es proporcional a la duracién de la isquemia, aunque se desarrollan mas
lentamente que el dafio de los miocitos (1, 5). El llamado fendmeno de "no reflujo” se
ha relacionado con el dafio endotelial, el edema de miocitos y células endoteliales, el
desarrollo de contractura y, tal vez, con la obstruccion de los capilares por parte de los
granulocitos y las plaquetas. El dafio vascular contribuye también a la aparicion de

hemorragia intramiocardica (11).

La heterogeneidad es un aspecto importante a tener en cuenta en
el desarroilo temporal del dafio isquémico. Se describe asi, la posible coexistencia en
un mismo instante de células que muestran todas [as caracteristicas del dafio isquémico
(discontinuidad del sarcolema, mitocondrias hinchadas, depleccién de glucdgeno y
marginacion de la cromatina nuclear) junto a células relativamente normales desde el

punto de vista de su aspecto ultraestructural. Esta heterogeneidad es particularmente
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evidente cuando se emplean secciones transmurales para cuantificar el dafio isquémico,
aprecidndose en el endocardio cambios ultraestructurales tempranos en relacion al

epicardio (1, 7).

Describiremos a continuacion algunos aspectos significativos de
la afectacién isquémica del miocardio, que se refieren a alteraciones idnicas y del
equilibrio icido/base, a trastornos de la funcion contréctil y de las propiedades electro-

fisiologicas, y al fendémeno de "fragilidad osmdtica”.

1.5. Alteraciones iénicas y del equilibrio Acido/base. Edema osmético.

La acumulacién de metabolitos en el espacio intersticial,
caracteristica de la isquemia regional "in vivo", tiene importantes consecuencias y estd
modulada por la cuantia del flujo residual local. El déficit energético que se produce
durante el metabolismo anaerobio se acompafia de una tendencia al aumento en las
concentraciones intracelulares de Ca**, Na® y H™, a la vez que se eleva la

concentracion de K* extracelular (5, 7, 14, 55).

La paralizacién de la bomba Na*/K* ATPasa, que en
condiciones normales expulsa 3 moléculas de Na™* y admite una de K* con la hidrélisis
de una molécula de ATP, produce un aumento de la concentracién intracelular de Na*.
Este aumento se produce lentamente durante la primera media hora de estado anaerobio

y se acompafia de un incremento del contenido celular de agua (5, 21).



16

La concentracion intracitoplasmatica de calcio aumenta

lentamente, manteniéndose en valores practicamente normales durante los primeros 15-
20 minutos. El aumento del nivel citoplasmatico de calcio durante esta fase se produce
principalmente por Ia incapacidad del reticulo sarcopldsmico para captarlo en contra del
gradiente citoplasma-reticulo, por la paralizacion de la bomba sarcolemal de calcio y
la inversion de los intercambiadores Na*/Ca*™ (5, 55). Las mitocondrias son capaces
de recoger enormes cantidades de Ca** durante la isquemia, gracias a un transportador
monoiénico que introduce este id6n a favor de gradiente eléctrico citoplasma-mitocon-
dria. Este transportador, de baja afinidad y alta capacidad, trabaja en combinacién con
un intercambiador de fosfatos que puede introducirlos en la mitocondria, donde
precipitan con el Ca** formando cristales de hidroxiapatita (1, 5, 55). Sin embargo,
la captacion de calcio por las mitocondrias se ve entorpecida por el aumento de la
concentraciéon 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 calcio puede entrar en la célula por rutas anormales a través del sarcolema

y discos intercalares.

El aumento del nivel de NAD reducido 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 por la detencidn de la respiracion, el aumento de la pCO?2 (5, 53, 55).
Se produce asi, una acidosis histica progresiva y severa, cuyas principales consecuen-
cias son la detencion precoz de la via glucolitica, aun antes de que se agote el sustrato

y la depleccién de nucledtidos (1, 5, 14).
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La concentracién de potasio intracelular tiende a disminuir durante

el estado anaerobio. Durante la isquemia, el almacenamiento en el espacio extracelular
de! K* liberado por las células hace que la despolarizacion sea mucho més marcada que

en las preparaciones anoxicas (5, 55).

LLa isquemia induce un incremento del contenido de agua del
miocardio (3, 21, 36, 37, 56) por un mecanismo aun no completamente aclarado. El
contenido normal de agua en el miocardio es aproximadamente de 380 ml/100 gr de
tejido seco, con escasas variaciones interindividuales € interespecie. El agua intracelular
representa el 77% del contenido total de agua, siendo el 23% restante intravascular, y
existe solo una pequefia cantidad de agua intersticial (14, 16). Como se ha comentado
anteriormente, durante la isquemia, la rotura de grandes moléculas produce acimulo
de productos del metabolismo (de la glucolisis anaerobia, proteolisis, lipolisis € hidroli-
sis del ATP). La osmolaridad tisular aumenta, alcanzando aproximadamente 420 mOsm
tras 75-90 minutos de isquemia en corazén de cerdo aislado (37). La existencia de este
gradiente osmotico puede explicar el edema que aparece al inicio de la isquemia, pero,
posteriormente, la mayoria de los productos del metabolismo serian liberados de los
miocitos isquémicos al espacio extracelular, lo que suprimiria el gradiente osmotico a
través de la membrana celular. La isquemia también interfiere el mantenimiento de los
potenciales de membrana que requieren consumo de energia, produciéndose una
ganancia neta de iones intracelulares (fundamentalmente sodio y cloro) que se acompaiia
de desplazamiento de agua hacia el interior de las c€lulas. El aumento del contenido
total de agua del miocardio que se produce en la isquemia es también, en parte, debido
a la existencia de edema intersticial, facilitado a su vez por el aumento de la

permeabilidad vascular (16).
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1.6. Transtornos de la funciéon contractil.

La isquemia miocardica causa una depresion inmediata y marcada
de la contractilidad (3, 5, 55, 57, 58), que se produce cuando los niveles de ATP estian

todavia practicamente intactos (5, 59).

Allen y cols (55) describen los mecanismos responsables de la
disminucion de la fuerza de la contraccién durante la hipoxia y la isquemia en 3 tipos:
1) Factores metabélicos. Considerados los mas importantes en la disfuncion contractil
inicial. En primer lugar el efecto inhibidor del fésforo inorganico sobre las proteinas
contractiles, y por otro lado la accion de la acidosis que disminuye ain mdas la
capacidad del miocardio para generar tensién. 2) Factores mecanicos. La caida de la
presion de perfusion altera la capacidad de contraccién-relajacion del miocardio afecto.
3) Factores activadores. Se ha descrito que durante la hipoxia con inhibicidon de la
glucolisis, disminuye la duracion del potencial de accidén y la liberacion de calcio por
parte del reticulo endopldsmico, lo cual puede contribuir a la disminucién de la tension

generada.

Dos mecanismos de produccién de depresién contrdctil durante
la isquemia han sido objeto de mayor nimero de estudios y de controversia (60). Por
un lado, se planted la posibilidad de un fallo en el mecanismo de excitacion-contraccion
como consecuencia de la disminucién de la concentracién de calcio intracitoplasmatico,
pero no se ha objetivado tal disminucion de la concentracién de calcio idnico

acompafiando a la disfuncion contrictil durante la hipoxia (60). Por otro lado,
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recientemente se ha descrito que la causa de esta depresion contrictil seria el acimulo
intracelular de metabolitos (58, 60). Mediante técnicas de resonancia magnética nuclear,
se ha demostrado que durante la hipoxia miocéardica existe un aumento significativo del
contenido tisular de fosforo inorganico y una disminucién de la concentracion de
creatin-fosfato, que se acompafian de una disminuciéon menos marcada de la
concentracién de ATP y del pH intracelular (60). La accién del fosfato inorganico sobre
las miofibrillas estaria en relacién con la inhibicién directa de la formacién de puentes
(60). También se describe que durante 1a hipoxia, el acimulo de fosfato inorganico y
protones reduce la sensibilidad de las miofibrilias al calcio intracitoplasmadtico, y por

tanto su capacidad para generar tensién (58, 60).

El incremento de la concentracion de hidrogeniones se acompafia
de una alteracién de la contractilidad cuyo origen no estd ain totalmente aclarado. En
relacion a este efecto se ha observado que la existencia de acidosis ligera (pH
aproximadamente 6.9) puede producir cierta proteccion (disminuye ia liberacion de CPK
y preserva los dep0sitos de ATP), probablemente porque reduce el trabajo cardiaco, lo
cual disminuye la velocidad de deplecién de los depositos de ATP a un nivel suficiente
para mantener la integridad de la membrana celular. Por el contrario, grados mas

profundos de acidosis resultan deletéreos (33).

A medida que la lesion isquémica progresa, otros mecanismos van
afiadiéndose al aumento de fésforo inorgédnico, incluido el descenso de los niveles de
ATP, que al ilegar a ser extremadamente bajos en fases avanzadas favorecen la
formacion de enlaces estables entre los filamentos y la aparicién de la contractura

isquémica (5, 25, 61-63). Steenbergen y cols (61), en experimentos en corazon aislado
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de rata, observaron que la contractura que ocurre en la isquemia venia determinada
tanto por la deplecion de los depodsitos de ATP, como por el aumento de la
concentracion intracelular de calcio. La aparicion de esta contractura isquémica es més
precoz en el corazén hipertréfico, que parece presentar una mayor sensiblilidad ante el

dano isquémico (25).

Durante la oclusién coronaria, el acortamiento sistolico del
segmento dependiente de la arteria ocluida, es sustituido por un fenémeno paradéjico
de abombamiento sistlico (34, 64-68). Esta expansion sistdlica se produce tras 1 6 2
minutos de oclusion coronaria {66, 68) y puede ocasionar una disminucion del volumen
de eyeccion efectivo, que es generalmente compensado por un incremento de la
contractilidad de los segmentos sanos. Parece existir una buena correlacidon entre la
contraccion regional y el flujo subendocardico por [0 que esta contraccidn segmentaria

seria un adecuado marcador de acontecimientos isquémicos agudos (65).

1.7. Alteraciones en las propiedades electrofisioldgicas.

Los principales efectos de la isquemia sobre la electrofisiologia
celular se derivan de las alteraciones idnicas que modifican el potencial de accién de
reposo y las corrientes de entrada y de salida, lo que produce cambios en la conduc-
cioén, la refractariedad y el automatismo (5, 69). Ademds, la situacién anaerobia
favorece otros mecanismos capaces de producir alteraciones electrofisioldgicas, entre
los que destaca la aparicién de postpotenciales en relaciéon con el aumento de la

concentracion citoplasmatica de Ca™" (5).
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1.8. Fragilidad osmdética. Teoria del daiio del citoesqueleto.

A diferencia de las células cardfacas normales, que toleran grados
muy importantes de edema osmotico sin que se objetive dafo celular (21, 24), los
miocitos sometidos a isquemia presentan una tolerancia disminuida al edema que se ha
descrito como "fragilidad osmética” (23, 24). Asi, cuando los miocitos isquémicos son
sometidos a hinchamiento osmoético experimentan dafo severo del sarcolema, con
liberacién de proteinas (enzimas, mioglobina) del citoplasma al espacio extracelular y
entrada libre de marcadores extracelulares al espacio intracelular. La aparicion de
fragilidad osmotica estd muy relacionada con la existencia de dafio celular irreversible

(21, 23, 24).

Estudios con microscopio electronico (13, 21) y con técnicas de
inmunofluorescencia (13, 22), han demostrado que durante la isquemia se produce dafio
del citoesqueleto. Steenbergen y cols (21) demostraron, en cultivos celulares de
miocitos de pollo, que el hinchamiento de las células en combinacion con la depleccion
de fosfatos de alta energia da lugar a la disrupcion de la membrana plasmatica de los
miocitos de forma superponible a la que se observa durante el dafio isquémico
irreversible. De esta forma, la fragmentacidon de la membrana parece ser un proceso
multifactorial. Existirfa una alteracion estructural inicial en la membrana celular, en su
citoesqueleto o en el anclaje entre ambas estructuras, que se asocia a la deficiencia
prolongada de fosfatos de alta energia. Esta alteracion inicial hace a la membrana
celular susceptible a la tensién mecinica que puede ser debida al edema osmético.
También se ha sugerido que la contractura y la aparicion de las bandas de contraccion

precipitarian la rotura de la membrana plasmatica (21).
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El citoesqueleto del miocito estd compuesto por un complejo
sistema de proteinas especificas encargado de transmitir la fuerza contrictil y de
mantener la organizacién de la estructura intra y extracelular (13). Las uniones
intercelulares entre los miocitos son mas intimas y s6lidas que las que existen entre las
demés células del organismo. Ello es debido a que tienen la misidon de transmitir la
tensidn mecanica necesaria para generar el trabajo cardiaco. Ademas, en su conjunto,
han de funcionar como un sincitio que permita la actividad eléctrica sincronizada (29).
Estas uniones entre los miocitos se realizan sobre todo a través de los desmosomas y
de las uniones "fascia adherens” que estan fundamentalmente encargadas del
mantenimiento de la estructura del corazén (13, 70). Un tercer tipo, las uniones GAP,
presenta sobre todo una importante funcién eléctrica y metabdlica, al permitir el paso

de iones y de moléculas pequedias.

La alfa-actinina es el componente mas importante de las bandas
Z y de los discos intercalares y va desde los extremos de actina en la banda Z hasta los
discos intercalares (13, 24, 70) . La vinculina forma parte de un complejo de proteinas
asociado a la membrana y se sitla especificamente en los lugares de unidn de la actina
al sarcolema en las uniones llamadas "adherens", tanto laterales como "fascia

adherens".

En las células con dafio isquémico irreversible la membrana
celular se despega de las uniones laterales en la linea Z formandose vesiculas
subsarcolemales. Steenbergen y cols (21) en su modelo experimental describen que los

miocitos sometidos a anoxia y, posteriormente, a hinchamiento osmético presentan
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roturas de la membrana plasmatica que se dan sobre todo en la zona en que existe una
vesicula subsarcolemal separando el plasmalema de las miofibrillas. Las vesiculas
subsarcolemales son grandes colecciones de fluido intracelular y se extienden sobre las
bandas Z, y aparecen como consecuencia de la desaparicion de las proteinas de fijacion
del citoesqueleto, con separacién de los filamentos terminales de la actina del lado
interno de los discos intercalares (23). No se aprecian en el miocardio dafiado de forma

reversible y sf en el sometido a dafio isquémico irreversible.

En el miocardio isquémico se ha descrito una pérdida de tincién
con inmunofluorescencia para las proteinas vinculina y alfa-actinina del citoesqueleto
(21, 23, 24). Steenbergen y cols (22), utilizando anticuerpos frente a la proteina
vinculina en preparaciones de miocardio de cerdo, analizaron las modificaciones que
se producen en la distribucion y localizacion de la vinculina tras periodos de isquemia
variables. Cuando el periodo de isquemia se prolonga por encima de los 120 minutos
se aprecia pérdida progresiva de vinculina, la cual se correlaciona con la aparicion de
vesiculas subsarcolemales y rotura de la membrana plasmadtica, asociada a un aumento
en la permeabilidad a la inulina. Tras 180 minutos de isquemia no existe deteccién de
vinculina en los bordes de los miocitos isquémicos. Cuando la duracion del periodo de
isquemia es menor que el requerido para producir disrupcién de la membrana plasmati-
ca (por ejemplo 60 minutos "in vitro") el patron de inmunofluorescencia de la vinculina
estd preservado. Estas observaciones sugieren, segin los autores, una asociacion entre
el dafio del citoesqueleto y la disrupcion de la membrana plasmatica, de forma que la
rotura del citoesqueleto de soporte seria responsable del debilitamiento de la membrana
plasmética y permitiria su rotura tras el hinchamiento de las células durante la isquemia.

Destacan también los autores que esta desintegracion de los componentes del
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citoesqueleto ocurre durante la fase de isquemia miocardica sin que sea necesaria la

reoxigenacion.

Permanece adn sin aclarar ¢c6mo la isquemia podria dafiar las
uniones entre el citoesqueleto y la membrana celular. Algunos autores han propuesto
(21-24) que podria deberse a la proteolisis de los componentes del citoesqueleto. En el
misculo cardiaco y esquelético se han identificado proteasas dependientes del calcio que
son capaces de degradar muchas proteinas del citoesqueleto, incluida la vinculina. Estas
proteasas parecen ser similares en ambos tejidos y se han localizado en las bandas Z y
en el lado citoplasmatico de la membrana plasmatica. Se han identificado 2 formas de
proteasa; una requiere nivel micromolar y la otra nivel milimolar de calcio para su
activacion. Steenbergen y cols (22) proponen la hipdtesis de que el dafio ocurre por la
activacién de las proteasas enddgenas debido al aumento citoplasmatico de calcio libre.
En los miocitos con déficit de energia se ha demostrado un incremento de la
concentracion de calcio citoplasméitico, aunque la magnitud de este incremento es
pequefa (durante la isquemia total el aumento de calcio libre citoplasmético no supera
10* M; 21) y generalmente, ocurre de forma mds tardia que la inhibicion de la
produccién de energia (22). No obstante, la existencia de una proteasa dependiente de
concentractones micromolares de calcio en el lado citoplasmdtico del sarcolema y la
capacidad de esta proteasa para degradar las proteinas del citoesqueleto apoyarian la
hipdtesis de que la proteolisis es responsable del dafio del citoesqueleto durante la
isquemia. Probablemente existen también otras clases de enzimas proteoliticas (asi se
han descrito proteasas que son liberadas por los mastocitos y dafian las uniones GAP)
(70) u otros mecanismos ain no conocidos que puedan iniciar el dafo celular irreversi-

ble (23).



25

Actualmente se admite que la fisiologia celular estd regulada por

un sistema de fosforilizacion que seria también responsable de la integridad y dindmica
del citoesqueleto de los miocitos. En este sentido, se ha planteado que la disminucion
de los depdsitos de ATP puede reducir el nivel de fosforilizacion normal de las
proteinas tanto reguladoras como estructurales del citoesqueleto, provocando asi su

lesién en la isquemia (13).

Surge, por ello, la hipétesis de que las células "irreversiblemente
danadas" podrian recuperarse si se lograra evitar la lesion de la membrana en la
reperfusion durante el tiempo necesario para permitir su recuperacion metabdlica

(13).

2.- REPERFUSION MIOCARDICA

La restauracién del flujo sanguineo transitoriamente interrumpido
se denomina reperfusion. Dependiendo de las circunstancias y, sobre todo, del momento
en que se realice, la reperfusidn miocardica puede conducir a la rdpida recuperacion
bioquimica, estructural y funcional del area en riesgo o a su progresivo deterioro, con
liberacién de enzimas, alteraciones funcionales y grandes cambios morfoldgicos (5, 7,
10). Cuando esto ultimo ocurre, se dice que se ha producido lesion por reperfusion.
Como se ha comentado anteriormente, la caracterizacion, o incluso la propia existencia

de este fenomeno, sigue siendo objeto de controversia.

Jennings y cols (56) analizaron la cronologia de la recuperacion

tras la isquemia del miocardio en perros sometidos a oclusién coronaria de la arteria
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circunfieja durante 15 minutos seguidos de periodos variables de reperfusion.
Observaron que tras 3 minutos de reperfusién se habfa reiniciado el metabolismo
aerobio y después de 20 minutos el miocardio recuperaba un aspecto normal estudiado
con microscopio electrénico (excepto por alguna mitocondria alterada). La elevacion
de la concentracion de potasio se mantenia durante 60 minutos y la dificultad de control

del volumen celular y el edema persistian durante aproximadamente 24 horas.

Vinten-Johansen y cols (9), en un modelo canino con oclusién de
la arteria descendente anterior durante 1 hora, seguida de reperfusién durante 2 horas,
describieron que la reperfusiéon ampliaba el dafio producido por la isquemia. Los autores
observaron que tras la reperfusidon aumentaba el edema tisular, disminufa la
distensibilidad diastolica y los cambios estructurales eran mas marcados. Por el
contrario, Ganz y cols no objetivaron extension de la necrosis debida a la reperfusion
en su modelo de oclusion coronaria (durante 90-240 minutos) seguida de reperfusion
durante 5 minutos. Los autores compararon el tamafo del infarto en el mismo animal
en 2 territorios de la arteria descendente anterior, siendo uno de ellos sometido a

reperfusion tras la isquemia (17).

Los mecanismos responsables del dafo por reperfusion no se
conocen totalmente en el momento actual. Sabemos que la pérdida de la integridad
funcional y estructural de la membrana durante la reperfusién ocasiona una importante
alteracion de la homeostasis del calcio y del agua, que constituye en dltimo término el
mecanismo responsable de la destruccién del miocito. No existe una finica causa que
explique la exacervacion del daflo isquémico inducido por la reperfusién vy

probablemente estén involucrados una serie de factores que finalmente determinan el
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deterioro de la homeostasis del calcio, con acumulacion de calcio intracelular, lo cual

activa una cadena de acontecimientos destructivos (7, 8, 11, 31, 71, 72).

Un aspecto importante de la fisiopatologia de la reperfusion, es
el aumento brusco durante la reperfusion de la concentracion intracitoplasmaética de
Ca**, que desencadena pérdida de los componentes intracelulares, desarrollo de
contractura de los miocitos y, posteriormente, destruccion tisular (8, 11, 12, 61, 71-74).
Diferentes estudios experimentales han descrito esta sobrecarga de calcio en tres
situaciones: 1) En la reintroduccién del calcio a una preparacion de miocardio tras
perfusion libre de calcio (la llamada paradoja del calcio). 2) En la reoxigenacion tras
un episodio de hipoxia (paradoja del oxigeno). 3) En la reperfusidn tras un episodio
isquémico. La paradoja del calcio y del oxigeno se han descrito {nicamente en
laboratorio experimental en preparaciones de miocardio aislado, sin embargo presentan
algunas caracteristicas comunes con la reperfusion, con pérdida del control de la
homeostasis del calcio, alteracion del flujo transmembrana de iones y sobrecarga de
calcio y posterior dafio de la membrana y necrosis celular (71), constituyendo asi
modelos adecuados para el estudio de algunos factores determinantes del dafio por

reperfusion.

Describiremos a continuacion la paradoja del calcio y la paradoja
del oxigeno y sus posibles relaciones con la sobrecarga de calcio que ocurre en la
reperfusion, asi como otros factores capaces de dafiar las células miocardicas durante
la reperfusion que agruparemos en: factores mecanicos (entre los que destacan los

cambios de la presion osmotica y del pH, el fendmeno de hipercontractura y la
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interaccion intercelular) y factores bioquimicos (fundamentalmente debidos a la accion

de los radicales libres derivados del oxigeno).

2.1. Paradoja del calcio.

La paradoja del calcio puede observarse cuando se somete una
preparacion de miocardio a perfusién con un medio que carece de calcio (8, 11, 31, 72,
75, 76). Si esta perfusidn libre de calcio se mantiene por un periodo corto, menor de
3 minutos en la mayoria de las preparaciones, la reinstauracion de una perfusién con
contenido normal de calcio se acompaifia de recuperacion de la funcién contractil y
mantenimiento de la viabilidad de la preparacion. Sin embargo, si este periodo se
prolonga un poco mas, la reinstauracion de la perfusion con calcio produce una
hipercontractura tan intensa que en un minuto aproximadamente ha desaparecido la
estructura miofibrilar, que es sustituida por el entrecruzamiento y solapamiento de los
sarcomeros (5, 46). Las mitocondrias contienen grandes cantidades de calcio y en los
miocitos aislados son desplazadas hacia la periferia celular, donde son incluidas en
vesiculas de sarcolema pediculadas. En los miocitos "in situ” se observa disrupcion de
los discos intercalares y rotura del sarcolema (5, 72). Este marcado deterioro
ultraestructural se acompafia de una masiva liberacién de componentes intracelulares,
deplecion de fosfatos de alta energia, pérdida de potasio y ganancia de calcio y sodio

(76).

El mecanismo responsable de la explosiva destruccidn celular que
se produce en la paradoja del calcio parece ser la entrada masiva de este i6n al restau-

rarse la perfusion con calcio. Son muchos los mecanismos por los que la perfusion libre
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de calcio puede afectar la capacidad del miocito para controlar el flujo transmembrana
y la homeostasis del calcio, que incluyen desde modificaciones en el glicocalix, hasta
entrada libre de Ca** a través de soluciones de continuidad en el sarcolema y
disrupcion de los discos intercalares (5, 46, 71, 72). Se ha descrito separacién del
sarcolema de sus elementos de fijacion a nivel de los discos intercalares durante la
deplecion de caicio (72). Sin embargo, la mayor parte de los autores (5, 11, 55, 71, 76)
opina que el mecanismo primario de esta sobrecarga de calcio es la entrada de Na* a
través de los canales del calcio durante la fase de deprivacidon. En condiciones
normales, el Na”, a pesar de estar cargado positivamente y tener un radio atémico
menor que el Ca**, no entra en la célula a través de los canales del calcio a favor de
su gradiente electroquimico debido, probablemente, a que estos canales estdn
permanentemente ocupados con mds de un dtomo de Ca**. Parece ser que, durante la
deprivacion de calcio, esta disminucion del calcio extracelular aumenta la permeabilidad
del canal al sodio. La enirada de Na™ aumenta su concentracidn intracelular y tras
reinstaurar la perfusion con calcio se ponen en funcionamiento los intercambiadores
Na*/Ca*™", produciéndose una ripida entrada de calcio al citoplasma (5, 55). Esta
entrada no puede ser absorbida por el reticulo sarcoplasmico ni por las mitocondrias,
a pesar de la captacion de importantes cantidades de Ca** por estas tltimas, y la
elevacion de Ca*™ citoplasmatico activa las fosfolipasas y proteasas e inicia todos los
mecanismos en los que este iOn actia como mensajero, produciéndose la hipercon-

tractura y la muerte celular (5, 21, 55, 71, 72).

Nayler y cols (71) describen que en la paradoja del calcio, a
diferencia de lo que sucede en la paradoja del oxigeno o durante la reperfusion, la

entrada de calcio a la c€lula seria el acontecimiento primario que desencadenaria la
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posterior deplecién de los depésitos de ATP (por acimulo de calcio en la mitocondria
que reduce la velocidad de refosforilizacion del ADP) y, secundariamente la alteracion
de la homeostasis de los iones. Estos mismos autores (76) han descrito dos fases en la
entrada de calcio a la célula que ocurre durante la paradoja del calcio; la primera fase
de corta duracién, parcialmente sensible a nifedipina y verapamil, que al parecer se
produce a través de los canales lentos del calcio y del intercambiador Na*/Ca™™, y la
segunda fase, mas prolongada, insensibie a los antagonistas del calcio, que los autores

atribuyen a vias no fisiologicas.

2.2. Paradoja del oxigeno

La paradoja del oxigeno consiste en la destruccion celular
explosiva que se observa tras la reoxigenacién de preparaciones de miocardio
previamente andxicas durante un periodo prolongado (5, 8, 31, 71, 72, 77). Las altera-
ciones que se¢ producen en los miocitos son similares a las observadas en la paradoja
del calcio, lo cual sugiere que la alteracion de la homeostasis del calcio sea el principal
desencadenante del dafio celular durante la reoxigenacion. Sin embargo, el tiempo de
deprivacion (anoxia) requerido para la manifestacién de la paradoja del oxigeno es
aproximadamente de 45 minutos, superior al de la paradoja del calcio (72). La mayoria
de los autores (8, 11, 71, 72) opina que en la paradoja del oxigeno, asi como en la
reperfusion (a diferencia de la paradoja del calcio), la sobrecarga de calcio ocurriria
como consecuencia de la pérdida de fosfatos de alta energia. Nayler y cols (71)
describen que durante la reoxigenacion y la reperfusion se ha producido pérdida de los
depdsitos de ATP por lo que se altera el funcionamiento de las bombas ibnicas,

aumentando el contenido intracelular de calcio y sodio, y este aumento de calcio
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intracelular activa las fosfolipasas y proteasas y se acumula en la mitocondria donde
reduce la fosforilizacion del ADP y aumenta la liberacion de H*, favoreciendo la
acidosis celular. Hearse y cols (72) describen que, en la reoxigenacion, la recuperacion
de la cadena transportadora de electrones desencadenaria la entrada a la mitocondria del
calcio que habia penetrado en el citoplasma durante la hipoxia. La entrada incontrolada
de calcio a la mitocondria desencadena su disfuncion y la salida de H*. Opie y cols (8§,
11) atribuyen parte del dafio que experimenta la mitocondria durante la reperfusioén a
la accién de los radicales libres derivados del oxigeno. Algunos autores han sefialado
que la restauraciéon de la actividad contractil, secundaria a la recuperacion de la
fosforilizacién oxidativa, en presencia de una concentracion citoplasmatica de calcio
elevada (a consecuencia de la depleccion de oxigeno previa) puede dar lugar a
hipercontractura sin que exista una entrada adicional de calcio desde el exterior (10, 19,

20, 77).

2.3. Sobrecarga de calcio en la reperfusién.

Durante la reperfusién del miocardio isquémico se ha descrito
gran extension del dafio preexistente, con aparicién de bandas de contraccién,
disrupcidn de las miofibrillas y del sarcolema y depdsitos de calcio en el interior de las
mitocondrias, en un proceso similar al descrito en las paradojas del calcio y del
oxigeno, lo que sugiere que pueda estar en relacion con la alteracion de la homeostasis

del calcio y las consecuencias destructivas de la sobrecarga del calcio (72).

Sin embargo, no se conoce exactamente el origen de esta

sobrecarga de calcio que se observa en la reperfusion. El calcio puede entrar a la célula
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a través de los canales lentos del calcio (11, 71) o intercambiandose por K* o H' a
través de las bombas dependientes de ATP (71). El calcio también aumenta en el
citoplasma de los miocitos cuando disminuye su captacion por parte del reticulo
endopliasmico (5, 11, 12). Durante la isquemia se preduce un aumento progresivo de
la concentracion de calcio y sodio dentro de las células (5). Los resultados de varios
estudios en diferentes modelos experimentales han sugerido que la ruta mas probable
de entrada de calcio durante la reoxigenacidon seria a través del intercambiador
Na*/Ca™ ", en respuesta a un aumento de la concentracion intracelular de Na* (12, 55,

62, 77-81).

L.as concentraciones intracelulares de Na*, Ca”™™ e H* estin
elevadas durante la reoxigenacion y de las interrelaciones entre estos iones resultaria
un circuito de retroalimentacion positivo. El incremento de la concentracion intracelular
de Na* provocaria un aumento de la concentracion de Ca** a través del intercambiador
Na*/Ca*™. A su vez, este aumento de calcio intracitoplasmatico elevaria la concen-
tracion de H* (a través de varios mecanismos, entre los que se incluyen competencia
entre Ca™" e H™ por los puntos de fijacién a las proteinas y a la mitocondria, asi como
activacion de la glicolisis anaerobia por parte del calcio con formacion de &cido lactico)
(55). El incremento de la concentracion intracelular de H* aumentaria la de Na‘* a
través del intercambiador Na*/H™. La activacion de este circuito de retroalimentacién
requiere no sdlo concentraciones intracelulares elevadas de los iones (lo que sucedia
también antes de la reoxigenacién), sino ademas, funcionamiento de los
intercambiadores Na*/Ca** (los cuales permanecian inhibidos durante la isquemia
cuando la concentracion de ATP era suficientemente baja) (5, 55, 78). Recientes

observaciones sobre el efecto protector del amiloride (un inhibidor del intercambiador
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Na*/H* y Na*/Ca*") subrayan la posible importancia de este mecanismo (81, 82).
Weiss, Lakatta y cols (82) estudiaron en corazon de rata aislado el efecto del amiloride
(0.1 mM) y objetivaron una disminucién de las manifestaciones de la ganancia de calcio
mediada por sodio en la reoxigenacién, con mejoria de la recuperacion mecanica y
metabdlica (mayor preservacion de creatin fostato y ATP, menor depdsito de fosfato

inorgdnico y menor grado de acidosis).

También se ha descrito participaciéon de la mitocondria y del
reticulo endoplasmico en la alteracién del manejo del calcio que ocurre en la
reperfusion (83, 84). La recuperacién de la funcién del reticulo endoplasmico de los
miocitos en la reperfusién es decisiva para el restablecimiento del control de la

homeostasis del calcio (77, 85).

En fases avanzadas de la reoxigenacidén, una vez que se ha
iniciado la contractura y la lesion severa, el calcio puede penetrar en la célula a través

de defectos en el sarcolema y en los discos intercalares (5, 46, 72).

Diversos estudios experimentales han evidenciado una relacién
directa entre la concentraciéon de calcio en la reperfusion y la posibilidad de
recuperacién mecanica del miocardio (62, 71, 78).

2.4, Factores mecanicos,

Como ya se ha comentado, varios autores han descrito que la

isquemia puede producir alteraciones inaparentes del sarcolema o de su citoesqueleto
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de anclaje que hacen a la célula anormalmente susceptible a la tensidon mecénica (12,
21-23). La reperfusién impone una sobrecarga mecanica al sarcolema que puede
desencadenar su disrupcion y la entrada masiva de calcio (12, 56). Entre los posibies
mecanismos implicados, el edema osmotico, la contractura y la interaccion intercelular

son fos méas estudiados.

2.4.1. Cambios en la presion osmotica y en el pH. Edema osmético.

La reperfusion induce edema cuya magnitud depende
fundamentalmente de la duracién y severidad del episodio isquémico precedente.
Durante la isquemia se habia producido un aumento de la osmolaridad intra y
extracelular por acumulacion de metabolitos (5, 7, 16, 21, 31) y durante la reperfusion
el lavado brusco del liquido extracelular crea un gradiente osmotico entre el exterior y
el interior de la célula la cual normaliza su presién osmética con mucha mas lentitud
(12, 16, 21). El agua penetra en las células a favor del gradiente osmotico con el
consiguiente aumento del volumen intracelular. Este proceso se ve favorecido por el
deficiente control de la homeostasis del agua que presentan las células isquémicas (5,
21). Se ha descrito que el contenido total de agua en el perro tras 15 minutos de
oclusion coronaria y 20 minutos de reperfusion era de 400 ml/100 gr de tejido seco
(56), v en el cerdo sometido a 48 minutos de oclusién coronaria, seguidos de 30

minutos de reperfusion el contenido total de agua se elevaba hasta 540 ml/100gr (36).

El edema de los miocitos aumenta la tensién sobre el sarcolema

y se ha descrito que esto podria producir dafio del sarcolema. Sin embargo, se ha
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demostrado que el edema por si solo no rompe la membrana celular (21), y las células
pueden tolerar aumentos importantes de su volumen (hasta del 40%) sin que se rompa
el sarcolema. La mayoria de los autores piensa hoy que el edema no es suficiente para
matar a las células, y que son otros procesos originados durante la isquemia y la
reperfusion los responsables del dafio que el edema simplemente pondria de manifiesto

(16).

Ademds, el aumento del volumen de los miocitos y, sobre todo,
de las células endoteliales comprime el lecho microvascular disminuyendo el riego del
territorio reperfundido y favoreciendo €l fendmeno de "no reflujo” (16, 31). Este
fenémeno se produce cuando ia solucién de perfusion se introduce en la circulacion
coronaria tras periodos prolongados de isquemia en condiciones no isovolumétricas. Se
manifiesta como una reperfusién "en parches", por interrupciéon del flujo en los
capilares debido a que el edema celular (tanto de miocitos como de células endoteliales)
unido al edema tisular, y probablemente al efecto de la contractura del miocardio (11,
86), comprime los capilares. No obstante, puesto que la distension isovolumétrica
durante la isquemia previene la aparicion de este fendmeno, parece razonable pensar
que la causa desencadenante pertenece mds bien al periodo isquémico. De todas formas,
aunque el fenémeno de no reflujo ha sido bien documentado en corazones aislados, su
relevancia "in vivo" es atin desconocida (7) y muchos autores consideran que contribuye

poco al desarrollo de la muerte celular (3).

Existen datos que sugieren que ¢l fenémeno de edema osmdético
puede causar pérdida de miocitos viables y de que su control puede aumentar la masa

miocérdica salvada por la reperfusién. Por un lado, se ha observado que la reperfusion
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con sustancias hiperosmdéticas, fundamentalmente con manitol, puede tener efecto
beneficioso con reduccién del area de necrosis (12, 36, 37), aunque los resultados de
estos trabajos son adn controvertidos (16). Por otro lado, situaciones que producen una
disminucién del edema miocirdico postreperfusién, como el precondicionamiento
isquémico (12, 87), también reducen el tamafo del infarto subsiguiente (16, 32, 35).
El precondicionamiento isquémico ha demostrado incremento de la cantidad de
miocardio salvado, el cual se acompafia de una disminucién de la hiperosmolaridad
miocardica. Se plantea, por ello, que el efecto beneficioso del precondicionamiento
pueda ser parcialmente debido a la depleccion de sustratos y al lavado de metabolitos
durante periodos transitorios, lo que evitaria el aumento de la osmolaridad durante el

episodio 1squémico posterior y el edema durante la fase de reperfusion (16).

El edema parece afectar la funcién contréctil del miocardio, y se
ha demostrado un posible efecto beneficioso de 1a reperfusidon hiperosmdtica sobre el
miocardio aturdido en corazén de rata aislado (16, 88). También se describe que la
tensién del sarcolema, secundaria al edema, puede condicionar un automatismo anormal
en las células, acortando la duracién del potencial de accion y el periodo refractario,
lo cual podria facilitar la aparicion de arritmias por reentrada (89). Se ha observado que
la adicidén de manitol a la solucién de reperfusiéon puede retrasar o reducir las arritmias
de reperfusion en corazén de rata aislado (89) o en el corazon de cerdo "in situ” (36,
69), aunque este efecto sobre la propiedades electrofisiol6gicas puede ser también

debido a otras acciones del manitol distintas de su accidén antiedema.
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El edema miocérdico proporciona a la pared ventricular izquierda
cierta rigidez que podria, en ocasiones, prevenir la disquinesia temprana y modificar

el remodelado ventricular (90).

2.4.2. Hipercontractura. Interaccion intercelular.

La recuperacion del aporte de oxigeno y sustratos tras periodos
prolongados de isquemia o hipoxia miocardica, desencadena la aparicién brusca del
fendmeno de hipercontractura y la liberacién masiva de enzimas intracelulares por parte
de los miocitos. La aparicion de este fendmeno requiere relativa preservacion de la
funcién mitocondrial y no ocurre si la produccidn de energia estd totalmente abolida

(77, 91).

Durante la reperfusidn tras un periodo de isquemia superior a 20
minutos se ha descrito un aumento en el contenido de calcio del miocardio (19, 61, 91)
que se acompafia de una sobrecarga intracelular de calcio (8, 71-73), de un incremento
en el nivel de sodio de los miocitos (55, 62, 80, 81) y de marcados cambios ultraestruc-
turales que incluyen la formacion de bandas de contraccién (1, 14, 27, 73). Algunos
investigadores sugieren una relacion directa entre este aumento de calcio intracelular
y el incremento en la tension generada por las fibras musculares (y, por tanto, la

hipercontractura) que se observa durante la reperfusion (19, 61, 92).

Otros autores (91), por ¢l contrario, han sugerido que la aparicién
de hipercontractura provocaria dafio del sarcolema, lo cual facilitaria secundariamente

la entrada de calcio a las células. En este sentido, se ha descrito en miocitos aislados
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(93), que el desarrollo de la contractura inducida por la reperfusion no se asociaba a
un aumento significativo de la concentracién de calcio intracelular. Estos autores
describieron que el aumento del contenido de calcio intracelular aparece en fases
tempranas de la isquemia. En su opinidn, durante la isquemia no se desarrollaria la
contractura debido a una desensibilizacién al calcio de los mecanismos contractiles en
esta fase (58, 60, 93). La causa de esta pérdida de sensibilidad al calcio de los
mecanismos contraciiles no ha sido completamente aclarada. Se ha postulado que un
factor determinante podria ser la acidosis (60, 91, 94), la cual se ha observado que
disminuye la sensibilidad de las proteinas contractiles al calcio e inhibe la contractura
dependiente del calcio de los miocitos aislados. Asimismo, en preparaciones de fibras
musculares ventriculares se ha descrito, durante la reoxigenacion, un incremento de la

fuerza de contraccion generada como respuesta al calcio (58).

El aumento en la captacion de Ca* que se observa tras la
reinstauracion del aporte de oxigeno al miocardio isquémico se debe, para algunos
autores (10, 19), a la recuperacion de la sintesis de ATP por la fosforilacion oxidativa.
Quaife y cols (19) describen, en su expertmento en cultivos de miocitos de pollo, que
la concentracion de calcio intracelular aumenta marcadamente durante la hipoxia
prolongada con inhibicion de la glucolisis, pero que tras la oxigenacién esta
concentracion intracelular de calcio no aumenta, sino que, por el contrario, disminuye
ligeramente. Interpretan que la nueva sintesis de ATP durante la reoxigenacion puede
activar la captacion de calcio por el reticulo sarcoplasmico y, tal vez, también por la
mitocondria provocando una disminucidn de la concentracidn intracelular de calcio que
coincide con el aumento en la captacion celular de este ion (19). Estos autores sugieren

que la hipercontractura resulta, al menos en parte, de la formacidn de puentes ciclicos
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en los miofilamentos, inducida por la sintesis de ATP en presencia de niveles altos de
calcio intracelular. También, Piper y cols (77) proponen que la hipercontractura que
ocurre en la reoxigenacion y en la reperfusion se debe a la recuperacion de los
depositos energéticos en las miofibrillas, que pueden ser activadas en presencia de un

nivel de calcio todavia aumentado al inicio de la reoxigenacion.

Vander Heide, Ganote y cols (93, 96) estudian el efecto de la
contractura sobre el dafio del sarcolema mediante un modelo en corazon de rata, basado
en la induccidén de la contractura con cafeina (la cual estimula la liberacién intracelular
de calcio del reticulo sarcoplasmico produciendo contractura sin afectacion de la funcién
mitocondrial), que presentaba gran similitud con la observada en la paradoja del calcio.
Los autores atribuyeron la alteracion celular que se observaba en ambos procesos al
daiio generado por la tensidon mecdnica, no siendo necesaria, en su opinidn, la entrada
de calcio desde el exterior para la manifestacion de estos fendmenos (96). Sugieren que
la lesion fundamental que se produce durante ia depleccion de caicio es el debilitamien-
to de los discos intercalares, a nivel de la "fascia adherens”. Asi pues, la extension del
dafio tisular vendra determinada por la fuerza contréctil producida, independientemente

de la cantidad de calcio que activa la contracciéon (95).

Durante la hipoxia severa se han descrito alteraciones en el
sistema de citoesqueleto de los miocitos, con debilitamiento de las uniones de los
filamentos de actina con el sarcolema a nivel de la "fascia adherens” de los discos
intercalares y de las uniones laterales (Ver apartado: 1.8.Fragilidad osmética). Durante
la hipercontractura que induce la reoxigenacidn aumentaria la tensién mecénica que se

aplica sobre el citoesqueleto alterado, produciéndose dafio del sarcolema que permite
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la entrada masiva e incontrolada de calcio, asi como la liberacién de enzimas

intracelulares (19, 91, 93).

Estudios recientes sobre la distribucidn espacial y la geometria del
infarto postreperfusién (en los que la zona de necrosis es continua aunque de bordes
anfractuosos) han demostrado la existencia de una contigiiidad entre las células
necrdticas que sugiere la presencia de una interaccién entre los miocitos, la cual
determinaria la progresion de la necrosis (29). También se ha demostrado que los
miocitos aislados toleran mejor la isquemia y la reoxigenacién que aquéllos en contacto
con otros miocitos (7, 20, 97, 98) o con un cuerpo solido (46). Siegmund, Piper y cols
(20) observaron que los miocitos aislados experimentan hipercontractura tras la
reoxigenacion pero mantienen la integridad del sarcolema, aunque presentan
disrupciones y distorsiones del citoesqueleto. Los autores atribuyen a las interacciones

intercelulares entre los miocitos adyacentes la posibilidad de actuar como factor "llave".

Las distintas observaciones parecen indicar que las intimas uniones
entre miocitos adyacentes pueden amplificar y transmitir la tensiéon generada por la
contractura postreperfusion de un miocito a su vecino. Se ha sugerido (5, 12) que la
forma mdas probable de interaccién entre los miocitos seria de tipo mecénico. La
hipercontraccion de un miocito durante la reperfusion podria desgarrar el sarcolema de
un miocito contiguo isquémico con la consiguiente entrada masiva de calcio e

hipercontractura que, a su vez, podria dafiar el miocito siguiente (12).
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2.5. Lesion por radicales libres derivados del oxigeno.

Entre los mecanismos a los que se ha atribuido el dafio por
reperfusién, el debido a los radicales libres derivados del oxigeno es, probablemente,

el mas investigado y el que ha mostrado resultados mas controvertidos (31, 38, 99-104).

Los radicales libres son moléculas con un nimero impar de
electrones y, por tanto, con un Unico electrén en el orbital mas externo. El electrdon
impar confiere a los radicales libres una gran actividad quimica. En la reaccion entre
un radical libre y una molécula sin esta propiedad, el primero empareja su electron
impar con otro robado a esta iltima, produciéndose un nuevo radical libre que, a su
vez, puede atacar a otra molécula. Iniciaria asi una reaccion en cadena que puede
prolongarse en miles de pasos y que constituye el mecanismo de lesion celular por
radicales libres que se ha descrito en diferentes tejidos (5, 31, 99, 100). El empleo de
técnicas de resonancia magnética nuclear ha permitido demostrar que durante la
reperfusion miocardica se liberan grandes cantidades de radicales libres. Esta liberacion
es maxima durante los primeros minutos de la reperfusién, decayendo luego con
rapidez, pero manteniéndose en niveles significativos durante largos periodos de tiempo

(5, 12, 99).

En un principio, se concedid gran importancia al sisterna
xantina/xantin-oxidasa como fuente de radicales libres durante la reperfusién (31, 38).
Estos se originarian en el espacio extracelular a partir de la hipoxantina acumulada
durante la isquemia, e iniciarfan la peroxidacion de los fosfolipidos de membrana,

dando lugar a una cadena de reacciones (5, 99). La capacidad lesiva de los radicales
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libres sobre muchas estructuras celulares y, concretamente, sobre el sarcolema
produciendo peroxidacién lipidica ha sido ampliamente demostrada (31, 99). Sin
embargo, se ha comprobado que, a diferencia del perro y de la rata, algunas especies
como el cerdo y el hombre carecen practicamente de la capacidad para generar xantin-
oxidasa (105). Otra fuente, también ampliamente investigada, de radicales libres del
oxigeno son los leucocitos. Se ha demostrado que éstos son atraidos y activados por el
miocardio reperfundido (38, 39, 106), pero esto sucede horas mas tarde que el pico
maximo de liberacion de radicales libres y que el momento de mayor daiic celular por

reperfusion (12, 106, 107).

El papel real que los radicales libres derivados del oxigeno
desempefian en el dafo por reperfusién no estd claro y muchos investigadores piensan
que puede ser pequefo (8, 12, 100, 104). Con el objetivo de evaluar este papel, se ha
estudiado el efecto de los tratamientos antirradicales libres sobre el tamaifio final del
infarto posireperfusion. Se han empleado firmacos para inhibir la generacion de
radicales libres, como alopurinol o deferroxamina (38, 101, 102, 104, 108), y sustan-
cias eliminadoras, como superéxidodismutasa o catalasa (100, 103, 104, 109). El
numero de estudios experimentales realizados en este sentido es enorme y, sin embargo,
los resultados respecto a la posible reduccion del tamaiio del infarto son contradictorios
(8, 12, 31, 100). Parece cada vez mds evidente que el pico inicial de radicales libres
observado durante la reperfusion, o bien no causa la muerte de una masa apreciable de
miocardio viable, o bien no puede ser neutralizado con los tratamientos ensayados hasta
el momento (12, 100). Queda por descartar si los radicales posteriormente liberados por
los leucocitos desempefian un papel mas relevante (39, 106). Diversos estudios han

demostrado, sin embargo, que los radicales libres del oxigeno estin intimamente
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implicados en la génesis de las arritmias de reperfusion (69, 109, 110) y se ha sugerido
su participacion en la disfuncién contractil que ocurre tras periodos cortos de isquemia

y en el dafio microvascular postreperfusion (39, 100).

2.6. Evolucion del daiio miocardico tras la reperfusion.

Las alteraciones ultraestructurales que se observan durante la
reperfusion del miocardio isquémico dependen de si éste ha sido o no dafiado de forma

irreversible.

1) Reperfusidn en la fase de daiio reversible.

Tras 3 minutos de reperfusion en el miocardio isquémico pero aiin
viable se objetiva un incremento del volumen de las mitocondrias con dispersioén de la
cromatina nuclear previamente marginada. Presenta una cantidad de glucogeno
sarcopldsmico menor que el tejido control no isquémico y las miofibrillas permanecen
relajadas. Después de un periodo de 20 minutos de reperfusion, la imagen ultraestruc-
tural de este tejido es basicamente indistinguible del miocardio no isquémico, excepto
por la presencia de alguna mitocondria hinchada o fragmentada. L.a membrana
plasmadtica se mantiene intacta a pesar de la sobrecarga osmdtica que existe al inicio de
la reperfusion, lo que parece compatibie con la hipétesis de que la integridad de la
membrana debe ser mantenida para que puedan sobrevivir los miocitos (27). No
obstante, la preservacion de la viabilidad celular por parte de la reperfusion no implica
recuperacion inmediata de la funcién contractil o metabdlica (1), pues se ha demostrado

depresion transitoria de la contraccion segmentaria tras periodos de isquemia con dafio



44
reversible, que probablemente estd en relacion con la disminucion de las reservas de los
nucleétidos de adenina. La recuperacion completa de los depositos de ATP puede

retrasarse hasta 4 dias.

2) Reperfusion en la fase de daiio irreversible.

La reperfusién en la fase inicial del dafio irreversible produce
cambios profundos ridpidamente. Los sarcdmeros aparecen hipercontraidos y forman
bandas densas de contraccion. Estas bandas de contraccidn aparecen tras 1 6 2 minutos
de reperfusién y se deben al acortamiento excesivo de los sarcomeros, con pérdida
completa de la estructura de las bandas A, 1 y Z. El sarcolema esta severamente dafiado
en dreas focales, aprecidndose en algunas zonas tinicamente los restos del plasmalema,
como vesiculas adheridas al glicocalix (1, 25, 27). El dafio severo del sarcolema se
asocia a sobrecarga masiva de calcio. Este exceso de calcio es parcialmente almacenado
en la mitocondria, donde se deposita en forma de cuerpos densos cristalinos en un
proceso activo que requiere energia y fosfato inorgénico y que, por tanto, no se produce
en miocitos severamente dafiados por largos periodos de isquemia. En esta fase se
produce hinchamiento explosivo de los miocitos, con vacuolas intracelulares y largas

vesiculas subsarcolemales.

Cuando la reperfusion se realiza tardiamente en la fase de dafio
irreversible existe también daho vascular y fendmeno de no reflujo, asi como
hemorragia intramiocérdica (1, 3, 11, 107). Se ha descrito aparicion de hemorragia en
infartos tras 45 minutos de oclusidn coronaria y 30 minutos de reperfusion (107), que

al parecer viene determinada por la reperfusion, pues en los infartos no reperfundidos
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no se objetiva hemorragia. La extravasacion de células rojas es mas abundante en la
region media y va disminuyendo hacia endocardio y epicardio (107). La mayor parte
de los autores opina que la hemorragia no tiene efecto importante sobre el tamafio del
infarto (3, 107). La afectacion severa de la microvasculatura parece ser un proceso
tardio en la evolucidn del dafio por isquemia y reperfusion (3, 11, 107), aunque se ha
descrito también una alteraciébn microvascular funcional en relacion a los episodios
transitorios de isquemia y reperfusién que se manifiesta como un aumento de la

permeabilidad vascular (111).

La reperfusion, ademas de afectar al tamaiio del infarto, tiene
otros efectos sobre el tejido miocédrdico, derivados de la modificacion en la histologia

y las propiedades de la zona de necrosis (5).

La presencia de edema, hemorragia e hipercontractura hace que
las zonas de necrosis postreperfusién sean mas rigidas y menos distensibles que las
zonas de necrosis tras una oclusion permanente, y pueden producir un deterioro de la
distensibilidad mayor que éstas. Por otra parte, la perfusién de la zona necrosada
facilita el mantenimiento de una fina capa de células subepicardicas viables, lo cual
favorece el proceso de cicatrizacidn y puede disminuir la incidencia de roturas
miocérdicas, aneurismas ventriculares y derrame pericardico periinfarto (5). Asi, se ha
observado que la reperfusion tardia, aunque no salve cantidades apreciables de
miocardio, previene la distension de la zona necrosada que se objetiva tras oclusiones
coronarias permanentes en ausencia de circulacion colateral (4, 5), limitando el efecto

del remodelado ventricular izquierdo (90). Esta accién sobre el remodelado ventricular
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parece ser la causa de que la permeabilidad tardia de la arteria responsable de un infarto

de miocardio sea un factor independiente predictor de supervivencia (4).

2.7. Arritmias de reperfusion.

La reperfusion puede desencadenar arritmias ventriculares,
incluidas taquicardia o fibrilacidn ventriculares (8, 11, 69). Las arritmias de reperfusion
tienen distinto mecanismo de produccién que las que suceden en la isquemia, pero
vienen determinadas por la duracion del episodio de isquemia previo (69). Jennings y
cols, en sus estudios de reperfusion en perros (1), describen la mayor incidencia de
fibrilacion ventricular cuando la reperfusidn se realizaba en los 15-20 primeros minutos
de la isquemia, siendo menor esta incidencia a los 40 minutos y muy escasa a las 3
horas, lo que se relacionaba con la cantidad de miocardio viable y el grado de isquemia
reversible al inicio de la reperfusion. La fibrilacion ventricular es menos frecuente en
pacientes con trombolisis eficaz que en animales de experimentacion sometidos a
oclusién coronaria y reperfusion, probablemente porque la velocidad en que se produce
la repermeabilizacion es mas lenta en los pacientes con enfermedad coronaria sometidos

a trombolisis (8, 11).

La produccién de las arritmias de reperfusion se ha atribuido
fundamentalmente a dos mecanismos. Por un lado, se han relacionado con la sobrecarga
de calcio que existe en el miocardio durante la reperfusién, que asociada a la
recuperacion de los depositos de ATP desencadenaria postpotenciales y arritmias

dependientes de calcio (8, 11, 69). En relacion a este mecanismo se ha descrito un
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efecto antiarritmico del amiloride y otros inhibidores de la bomba Na*/H™*, o de la

ryanodina que altera la captacion de calcio por el reticulo endoplasmico (11).

El otro mecanismo posiblemente responsable de la produccién de
arritmias de reperfusidon depende de los radicales libres derivados del oxigeno (8, 69),
habiéndose objetivado disminucién en la incidencia de arritmias de reperfusion en
relacién al tratamiento con agentes anti-radicales libres (8, 69, 109). El efecto
arritmogénico de los radicales libres en estas circunstancias se atribuye a alteraciones
de la membrana celular con cambios en las corrientes eléctricas que alteran el potencial
de accion y que, probablemente, también favorecen el efecto arritmogénico del calcio
(8). Existen datos experimentales recientes (69, 110) que sugieren diferencias en la
incidencia y probablemente en el mecanismo de produccion entre la extrasistolia
ventricular y la fibrilacion ventricular que se producen durante la reperfusién. Parece
demostrado el papel desencadenante de la reoxigenacién en la produccion de ectopia
ventricular (y su incidencia disminuyd en tratamientos con agentes anti-radicales libres
0 con perfusion hipdxica durante la reperfusion) y, sin embargo, la influencia de la
reoxigenacion sobre la fibrilacién ventricular en estas circunstancias es menos evidente
(y su incidencia no se redujo con los citados tratamientos). Esto puede relacionarse con
la presentacion clinica de las arritmias de reperfusion, pues la extrasistolia ventricular
y el ritmo idioventricular acelerado aparecen de forma precoz en el 60-80% de los
pacientes con reperfusién eficaz, mientras que la fibrilacidn ventricular ocurre
subitamente y es poco frecuente, entre un 0-13% en diferentes series, a pesar de la
permeabilizacion de la arteria (69, 110). Otros factores se han descrito como posibles

desencadenantes de fibrilaciéon ventricular en relacion a variaciones en la concentracion
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de AMP ciclico, aumento de niveles de potasio extracelular o estimulacién de receptores

adrenérgicos (69).

A largo plazo, parece existir una mejoria de la estabilidad
eléctrica del corazén en los pacientes que presentaban permeabilidad de la arteria
responsable del infarto. La trombolisis disminuiria la incidencia de potenciales tardios
y de fibrilacién ventricular primaria, y la realizacién de reperfusién miocdrdica en una
fase tardia para lograr reducir el tamafio del infarto podria, no obstante, disminuir la
incidencia de arritmias ventriculares. Este efecto protector de la reperfusion tardia
frente a las arritmias ventriculares se debe, probablemente, al mantenimiento de islotes
celulares en el borde entre tejido viable y necrotico, a efectos sobre el remodelado o

a la disminucion en la incidencia de aneurismas ventriculares postinfarto (4).

2.8. Disfuncién contractil postisquérmica: miocardio aturdido.

El aturdimiento miocédrdico se ha definido como la disfuncion
mecanica que persiste tras la reperfusién del miocardio isquémico en ausencia de dafio
miocardico irreversible (3, 8, 57, 112, 113). La severidad de esta disfuncion viene
determinada por la severidad y duracidn del episodio isquémico previo (112) y afecta
tanto a la funcién sistdlica como a la diastolica (113). La recuperacion de la funcién
contractil transitoriamente alterada se produce en un periodo de tiempo variable,
generalmente de ! a 3 semanas. El miocardio aturdido presenta una respuesta positiva

a la estimulacién inotropa con dopamina, isoproterenol, calcio o epinefrina (8).
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La causa de esta disfuncién contractil transitoria no es totalmente

conocida y se han sugerido varios mecanismos de produccion: déficit de los depdsitos
de ATP por insuficiente produccion en las mitocondrias, alteracion en la capacidad de
utilizar energia en las miofibrillas, transtornos en la respuesta simpdtica del miocardio,
defecto de perfusion miocdrdica, alteracién de la matriz coldgena extracelular y
disminucién de la sensibilidad de las proteinas contractiles al calcio (112). Sin embargo,
mas recientemente, la mayoria de los autores atribuye la produccion de esta contusién
miocdrdica a tres mecanismos que probablemente actuarian en combinacién: generacién
de radicales libres derivados del oxigeno, sobrecarga de calcio y desacoplamiento
excitacién-contraccion debido a disfuncion del reticulo endoplasmico (3, 112, 113). En
opinién de algunos autores (39), los leucocitos desempefian un papel muy importante
en la produccion del aturdimiento miocardico, por su capacidad de producir radicales

libres, dafio microvascular y reaccién inflamatoria.

2.9. Precondicionamiento isquémico.

Los periodos breves y transitorios de isquemia miocardica tienen
un paraddjico efecto protector frente a un posterior episodio tsquémico prolongado (32-
35). Este efecto cardioprotector, que se ha denominado precondicionamiento isquémico,
se acompatfia de una reduccion en la utilizacién de fosfatos de alta energia y en el indice
de glicolisis anaerobia, con disminucién de la liberacion de acido lactico y otros
catabolitos (32). En estas circunstancias, el miocardio que ha sido dafiado de forma
reversible presenta una mayor tolerancia ante un episodio de isquemia posterior, con
retraso en la aparicion de la necrosis celular (35), reduccién de la acidosis y menor

incidencia de arritmias ventriculares (33).
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La causa de esta proteccion que produce el precondicionamiento
no es conocida; se han planteado varios mecanismos, como el aumento de la circulacion
colateral (32-34), la depleccion de glucégeno y nucleétidos de adenina con reduccion
de la produccion de catabolitos deletéreos, la disminucion de la actividad de enzimas
proteoliticas secundaria a la reduccion de la acidosis, la depleccidn de los depdsitos de
catecolaminas que atenia fa estimulacién aifa y beta adrenérgica (34), el mantenimiento
de los mecanismos de transporte de sodio que impiden su acumulacion intracelular y
reducen la posterior sobrecarga de calcio (114) o el aumento en el miocardio de las
llamadas proteinas de "heat shock” que presentan un efecto protector (11). Algunas
observaciones sugieren que la activacidon de los receptores alfa 1 de la adenosina
proporcionan un efecto protector similar al precondicionamiento (115). También se ha
planteado si los radicales libres derivados del oxigeno pueden tener un papel en la
produccién del precondicionamiento isquémico (35). Algunos autores intentaron analizar
si la disfuncion contractil transitoria postisquémica, con la consiguiente reduccion en
el consumo de oxigeno, podria ser el origen del precondicionamiento, pero observaron
que el efecto protector del precondicionamiento desaparece antes de que se recupere la
funcion contractll (32), y que el aumento de la tolerancia a la isquemia era
independiente de los cambios en la demanda de oxigeno que se asocian al aturdimiento
miocdrdico (35). Sin embargo, se ha descrito que el precondicionamiento aportaba

proteccion frente a la contusion miocérdica (33).
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3.- ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS.

El mayor conocimiento de los fendémenos relacionados con el
proceso de isquemia y reperfusion ha dado lugar a varias lineas de investigacion de
posibles opciones terapéuticas que pretenden, por un lado, disminuir el dafio isquémico

y, por otro lado, prevenir el dafio por reperfusion.

3.1. Estrategias terapeuticas para disminuir el dafo isquémico.

3.1.1 Durante isquemia regional.

La reperfusiébn es la medida terapéutica mas eficaz en el
tratamiento de los pacientes con infarto agudo de miocardio. La fibrinolisis ha logrado
disminuir sensiblemente la mortalidad en este grupo de pacientes debido no sélo a su
capacidad para limitar el tamafio de la necrosis, sino también a que disminuye el riesgo
de rotura cardiaca o arritmias graves y atenida el efecto del remodelado ventricular
izquierdo. El efecto beneficioso de la reperfusidn es mds acentuado cuanto mas
precozmente se logra, pero los intentos de acortar este tiempo de isquemia previo a la
reperfusion chocan con dificiles problemas logisticos. En este sentido se han creado
programas de fibrinolisis prehospitalaria que se encuentran todavia, en nuestro medio,
en vias de realizacién. En la actualidad, en un 20-30% de los pacientes no se logra
recanalizar la arteria y un 10-15% de los casos de reperfusion eficaz sufren reoclusion
precoz. En el grupo de pacientes con shock cardiogénico secundario a infarto agudo de

miocardio la eficacia del tratamiento fibrinolitico es alin menor. La recanalizacién
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mecdnica con angioplastia directa resulta un método alternativo de reperfusiéon en

determinadas circunstancias (3, 48).

Una vez iniciada la secuencia del dafio isquémico resulia dificil
su tratamiento con drogas con potencial accion protectora, pues el drea en riesgo
permanece "aislada" y no se logra, en general, alcanzar concentraciones miocéardicas
adecuadas de las sustancias. Mediante la retroperfusion desde el seno coronario es
posible que estos tratamientos alcancen el area en riesgo, pero su aplicacion precisa
técnicas sofisticadas y no se emplea habitualmente. Los tratamientos que se han plantea-
do como posibles protectores frente al dafio isquémico han sido fundamentalmente: los
agentes anti-radicales libres, los antagonistas de los canales del calcio y la hipotermia.
En general, en la préctica clinica, el tratamiento de estos pacientes con isquemia
regional va dirigido a disminuir el trabajo cardiaco mediante el control de la tension

parietal y la frecuencia cardiaca.

3.1.2. Estrategias terapéuticas durante isquemia global.

La importancia de obtener métodos que puedan limitar el dafo
producido por la isquemia global adquiere especial relevancia en dos situaciones:
durante Ja cirugia cardiaca con circulacién extracorpérea y en la preservacion del

corazén para trasplante.

En general, los métodos de proteccidn frente a la isquemia global
pretenden disminuir el consumo de oxigeno mediante el empleo de técnicas

cardiopléjicas, habitualmente con solucion hiperpotasémica en hipotermia. Sin embargo,
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la proteccidn que ofrecen estos métodos no es completa, y estudios clinicos y
experimentales han mostrado alteracién funcional y metabdlica secundaria al dafio por

isquemia y reperfusion en estas circunstancias.

3.2. Estrategias terapéuticas para prevenir el dafio por reperfusién.

La demostracién experimental de que la actuacion sobre las
condiciones en las que se realiza la reperfusién (presién osmética, temperatura, pH)
puede modificar el efecto final de la misma, no sélo plantea una nueva posibilidad de
tratamiento destinado a atenuar la lesién por reperfusion, sino que modifica ademads el
concepto de dafio isquémico irreversible. Segin estos hallazgos, el destino final del
miocito vendria determinado por su estado al inicio de la reperfusion, pero también por

las condiciones en que se realiza esta reperfusion.

Se han planteado varias posibilidades de tratamiento frente al daio
por reperfusion, entre las que destacan: la prevencion de la sobrecarga de calcio, la
actuacion sobre los radicales libres derivados del oxigeno y el tratamiento del edema

postreperfusion.

3.2.1. Prevencion de la sobrecarga de calcio.

Durante la reperfusién existe un aumento de la concentracién
intracitoplasmatica de calcio a la que algunos autores han atribuido un papel
determinante en la produccion del dafio por reperfusion. Se ha intentado atenuar esta

sobrecarga de calcio mediante el empleo de firmacos antagonistas de los canales del
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calcio o mediante la reduccién transitoria de la concentracion de calcio durante la

reperfusion,

A. Farmacos antagonistas de los canales del calcio.

Diversos estudios experimentales (116-120) han mostrado un
efecto beneficioso del tratamiento con los farmacos antagonistas de los canales del
calcio durante la isquemia y la reperfusion, aunque los resultados mas favorables
corresponden al tratamiento profilactico o durante la fase de isquemia. Los ensayos
clinicos disefiados para analizar la utilidad de estos farmacos durante el infarto agudo
de miocardio no han obtenido resultados positivos (121-123), demostrando ademas un
empeoramiento de los datos de insuficiencia cardiaca de los pacientes con disfuncion

ventricular izquierda sometidos a este tratamiento.

B. Perfusion hipocalcémica.

La reduccion transitoria de la concentracion de calcio pretenderia
evitar el dafio producido por la sobrecarga de calcio durante la reperfusion (42, 116,
124-128), manteniendo, sin embargo, niveles de calcio suficientes para evitar la
aparicién de la paradoja del calcio. La mayorfa de los autores han observado una
mejoria en la proteccion del miocardio mediante el empleo de dosis bajas de calcio en

la solucion cardiopléjica durante la reperfusion.
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3.2.2. Actuacion sobre los radicales libres derivados del oxigeno.

Han sido disefiados diferentes estudios para valorar el efecto de
los tratamientos anti-radicales libres sobre el tamafio final del infarto postreperfusion.
Se han empleado firmacos para inhibir la generacion de radicales libres como
alopurinol o deferroxamina (38, 101, 102, 104, 108) y sustancias eliminadoras como
superéxido-dismutasa o catalasa (100, 103, 104). A pesar de la gran cantidad de
estudios realizados, los resultados respecto a la posible reduccién del tamafo del infarto
son todavia contradictorios (8, 12, 31, 100). Se ha descrito un papel beneficioso de
estas sustancias en el control de las arritmias de reperfusién, en la disfuncién contractil

postisquémica y en el dafio microvascular postreperfusion.

3.2.3. Tratamiento del edema postreperfusion,

La reperfusion con sustancias hiperosmoticas, fundamentalmente
con manitol, puede tener efectos beneficiosos con reduccion del drea de necrosis (12,

36, 37), aunque los resultados de estos trabajos son ain controvertidos (16).

3.3. Utilidad de la inhibicién de la contractilidad en la prevencion del dafio

miocdrdico por isquemia y reperfusion.

La inhibicion transitoria de la contractilidad es potenciamente muy
Gtil para limitar los efectos nocivos de la isquemia y la reperfusion. Durante la
isquemia, la inhibicién de la contractilidad disminuye el consumo de oxigeno asociado

a la actividad contréctil residual, especialmente durante las fases tempranas del proceso.



56
La limitacién del consumo de ATP y la disminucidon de la produccion de catabolitos
puede prolongar la viabilidad del miocardio. Durante la reperfusién, la inhibicién
contrictil serfa potencialmente capaz de prevenir la hipercontractura que sucede en las

células metabdlicamente competentes y causa su destruccion,

Por todo ello, la investigacion de métodos capaces de controlar
adecuadamente la contractilidad ha constituido un objetivo prioritario en la lucha contra
el dafio por isquemia y reperfusion, especiaimente durante [a cirugia con circulacién
extracorporea, situacion en la que el soporte externo del flujo sistémico hace mas facil

la utilizacion de esta estrategia.

Sin embargo, la inhibicion contréctil no es un objetivo facil de
alcanzar. Un farmaco ideal para conseguir esta inhibicién de la contractilidad deberia

poseer las siguientes propiedades:

-Ser capaz de inhibir de forma completa la contractilidad y
prevenir el rigor y la contractura que suceden en el miocardio durante la isquemia y la
reperfusion.

-Tener un efecto sobre la contractilidad dependiente de la
concentracion.

-Actuar de forma rapida, en segundos.

~Actuar de forma completa y répidamente reversible.

-No alterar de forma importante las propiedades del miocardio a
las concentraciones capaces de inhibir la contractilidad.

-Peder ser administrada regionalmente.
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-No poseer efectos sobre el miocardio no isquémico.

-No tener efectos toxicos extracardiacos.

Ningin agente conocido cumple todos estos requisitos. Sin
embargo, la 2,3 butanodiona monoxima o diacetil monoxima (BDM) presenta
propiedades que la hacen potencialmente 1til como inhibidor de la contractilidad. De
hecho, estudios previos han demostrado que la BDM podria cumplir los requisitos

anteriormente expuestos, a excepcion de los dos dltimos.

Este trabajo orienta sus objetivos a la evaluacién de la BDM como
agente inhibidor de la contractilidad durante la isquemia y la reperfusién secundaria a
una oclusién coronaria transitoria. El principal reto de esta aplicacidn es la consecucién
de una cardioplejia controlada y selectiva del drea miocardica sometida a isquemia y
reperfusion, que permita al miocardio no isquémico continuar manteniendo la

circulacion sistémica.
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II. OBJETIVOS

El objetivo fundamental de este estudio fue valorar la posibilidad
de inhibir de forma reversible y selectiva la contractilidad en un segmento de

miocardio, mediante la infusién intracoronaria de 2,3 butanodiona-monoxima.

Otros objetivos del estudio incluyeron:

-Valorar la posible influencia de la concentraciéon de calcio

extracelular en la accién de la BDM sobre la contractilidad.

-Analizar los cambios que la oclusion coronaria y la reperfusion

producen sobre la contraccién segmentaria en un modelo sin circulacién colateral.

-Evaluar el efecto de la BDM sobre estos cambios de la

contraccidn segmentaria que ocurren durante la isquemia y la reperfusidn.

El estudio se realiz6 sobre un modelo porcino "in vivo" que
carece de circulacién colateral importante al igual que sucede en la especie humana. Se

empled un sistema de ligadura atraumadtica de la arteria coronaria descendente anterior
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que permitia su oclusion transitoria. La infusién de las soluciones se realizé de forma
selectiva mediante cateterismo de la arteria descendente anterior. El analisis de la
contractilidad segmentaria se realizd mediante la técnica de ultrasonidos a través de la

implantacién de microcristales piezoeléctricos en el miocardio ventricular izquierdo.



HI. MATERIAL Y METODOS
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III. MATERIAL Y METODOS

1.-MODELO EXPERIMENTAL.

1.1. Animales.

Este estudio se realizd sobre un total de 26 cerdos de raza "Large

White" con un peso medio de 33.23 + 3.15 kg., de los cuales el 61 % eran machos.

1.2. Procedimiento quirurgico.

Los animales permanecieron en ayunas durante las 12 horas
previas a la cirugia. Aproximadamente 30 minutos antes de su paso a quiréfano,
recibieron medicacion preanestésica con diazepam (0. 15 mg/kg) y azaperona (5 mg/kg)

via subcutanea.

A continuacion fueron trasladados al quir6fano donde se procedid
a canalizar la vena marginal de la oreja, con un catéter abbocath (20G ABBOT). Esta
linea venosa se mantuvo con suero salino al 0.9% y se empled para la administracion
de medicacién anestésica. La anestesia se realizé con tiopental sddico via intravenosa.

La dosis empleada para induccién anestésica fue de [0 mg/kg. El mantenimiento se
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logré mediante dosis adicionales de 100-200 mg, administradas lentamente por via
intravenosa, en la cantidad minima necesaria para inhibir los movimientos y la

respiracién espontinea.

Posteriormente, se procedid a intubacidon orotraqueal con
laringoscopio de pala recta y tubo endotraqueal (nimero 6-8). La ventilacién mecanica
se mantuvo mediante respirador volumétrico (Boyle Modular, Medishield). Los
pardmetros de concentracion de oxigeno, frecuencia respiratoria y volumen minuto se
adaptaron segln gasometrias arteriales seriadas para mantener de forma estable valores
de pCO2 entre 37-44 mmHg y de pH entre 7.37-7.43 (Autoanalizador de gases modelo

AVL Gas Check 938 C. Schatzmann).

El acceso al corazén se logré mediante esternotomia media (con
esternotomo de LEBSCHE) y pericardiotomia en "T" invertida, lo cual permitid un facil
abordaje de la salida de los grandes vasos y de ]a superficie anteroapical del corazon,
con el trayecto de la arteria coronaria descendente anterior. Se procedid a diseccidn
roma de esta arteria en su segmento medio. A continuacidn se roded con un filamento
Ti-Crown 2-0, cuyos dos extremos se introdujeron a través de una porcion de 20-25
mm. de un tubo de Nelaton fino, formando asi una lazada. De esta forma se conseguia
la oclusién atraumdtica de la arteria, tensando la lazada mediante una pinza colocada
distalmente en el tubo Nelaton. La pared de la arteria se protegio situando sobre el
vaso, en el punto de presion, otra porcidn del mismo material. La reperfusién se
conseguia ficilmente, disminuyendo la tensién de la lazada, tras abrir la pinza y

desplazar el tubo elastico (figura 1)
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Figura 1: Sistema de ligadura atraumdtica de la arteria coronaria
descendente anterior (A). Distalmente podemos observar el relieve que produce el
extremo del catéter de infusién intracoronaria (B).
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1.3.INSTRUMENTACION.
1.3.1.Colocacién de catéteres para monitorizaciéon hemodinamica.

Tras disecar Ia arteria y la vena femorales derechas, se
introdujeron sendos catéteres tipo TYGON 5F, situando sus extremos distales en la
aorta abdominal y en la porcién superior de la vena cava inferior, respectivamente. La
via arterial se conectd a un sistema de monitorizacién de presion, empleandose la via

venosa central para infusién de medicamentos y sueros.

En cinco de los animales se insertd un catéter abbocath
(14G ABBOT) a través de dpex, hasta el interior de la cavidad ventricular izquierda,

que se conectd a un sistema de monitorizacion de presion.
1.3.2.Cateterismo de la arteria interventricular anterior.

En la regién cervical anterior se realizé una incision
longitudinal, paralela a la traquea, unos 4 c¢m. a la derecha de la linea media, que
permitio el acceso a la arteria carétida comun derecha. Tras la diseccion roma del vaso
se realizé una arteriotomia longitudinal de aproximadamente 3 mm. por la cual se
coloco un catéter guia Judkins 8F para coronaria derecha, conectado a una valvula
antirreflujo (USCI). Este catéter se fue introduciendo lentamente a lo largo de la aorta
ascendente, con su extremo orientado ligeramente hacia la izquierda y delante, al
tiempo que se palpaba la pared izquierda de la raiz aértica, situando el dedo indice

izquierdo entre la arteria pulmonar y la orejuela izquierda.
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Con ayuda de la palpacién del extremo distal del catéter
a través de la pared adrtica se lograba, mediante pequefios movimientos para orientarlo,
cateterizar el tronco principal de la arteria coronaria izquierda y, de igual forma, el
origen de la arteria descendente anterior. A continuacién, se paso a través del catéter
guia un catéter Rentrop 4F para infusién intracoronaria (USCI), cuyo extremo se dirigié
hacia 1a porcion distal de la arteria descendente anterior bajo inspeccion visual. Poste-
riormente, el catéter guia se retiré del tronco de la coronaria izquierda, situidndolo en
la luz de la raiz adrtica. El catéter Rentrop se dejo colocado con su extremo 5 mm.
distal al lugar en que se habia realizado la diseccidn de la arteria coronaria descendente

anterior (figura 2).

Durante el procedimiento de cateterismo selectivo, se puso
especial cuidado para evitar una excesiva presion sobre el tronco de la coronaria
izquierda o el tracto de salida del ventriculo izquierdo. Se mantuvo una vigilancia
continua del trazado electrocardiografico, de la presion adrtica y, especialmente, del
registro de la funcién segmentaria, siendo inmediatamente retirados los catéteres si se
observaba alteracion electrocardiografica, descenso importante de la presion arterial o

anomalia en la contraccién en las dreas miocardicas monitorizadas

Los animales recibieron heparina sodica (160 Ul/Kg) y lidocaina
(1 mg/Kg), administradas ambas en dosis tnica intravenosa, inmediatamente antes de

iniciar las maniobras de cateterismo de la arteria descendente anterior.
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CATETER DE INFUSION INTRACORONARIA (RENTROP 4F)

L

CATETER GUIA (JUDKINS 8F)

——  SISTEMA DE OCLUSION CORONARIA

- CRISTALES DE ULTRASONIDOS

ARTERIA CORONARIA DESCENDENTE ANTERIOR

Figura 2: Cateterismo selectivo de la arteria coronaria descendente
anterior (DA). Se representa también el sistema de oclusion coronaria atraumatica y la
colocacion de las parejas de cristales de ultrasonidos en el segmento dependiente de la

DA y en el segmento control.
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La infusiéon intracoronaria se realizd conectando el extremo
proximal del catéter Rentrop a una jeringa colocada en una bomba de infusién tipo

HARVARD P-975, que se programd a 3, 6 6 9 ml/min de acuerdo con el protocolo.

1.3.3.Implantacion de cristales piezoeléctricos.

Insertamos en todos los animales pequefios cristales
piezoeléctricos de 1 mm. de didmetro (6 MHz) que con ayuda de pinzas colocamos
cerca del subendocardio, a través de pequefias incisiones epicardicas. Se situaron sobre
una linea perpendicular al eje largo del ventriculo izquierdo, dispuestos en parejas, con
sus superficies enfrentadas y una separacion entre ambos de 1-2 cm. La contraccidén
segmentaria era monitorizada en cada animal colocando dos parejas de cristales de
ultrasonidos, una en el miocardio dependiente de la arteria coronaria descendente
anterior que iba a ser ocluida (segmento isquémico) o infundida, y otra en el miocardio-
control en la pared posterolateral del ventriculo izquierdo (segmento control). Ver

figura 2.

2.-MONITORIZACION.

2.1. Hemodinamica y electrocardiografica.

Durante la estancia del animal en el quiréfano, se mantuvo

monitorizacion electrocardiografica continua en una derivacion (generalmente DII) en

que fuera adecuadamente visualizada la actividad auricular y ventricular, por medio de

un médulo de ECG HEWLETT-PACKARD, modelo 8811D.
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Mantuvimos monitorizacion continua de la curva de
presién adrtica y, en cinco animales también de la presién ventricular izquierda,
mediante capsulas de cuarzo (HEWLETT-PACKARD 1290A) conectadas a un
poligrafo (HEWLETT-PACKARD 78308A), estableciendo como nivel cero de referen-
cia la auricula derecha media. Tanto el electrocardiograma como las curvas de presion
adrtica y ventricular izquierda eran visualizadas de forma continua en la pantalla del
poligrafo. De esta Gltima presion ventricular izquierda se pudo obtener, a través de un
amplificador HEWLETT-PACKARD, modelo 8802A, la curva de la Dp/dt del

ventriculo izquierdo.

El poligrafo se conectd a una registradora de 16 canales
de chorro de tinta (SIEMENS ELEMA AB), que permitid registro continuo y
simultineo de una derivacion del ECG de superficie, de las presiones adrtica y ventricu-
lar izquierda, de la Dp/dt del ventriculo izquierdo y de las medidas de funcién regional
de ambos segmentos, isquémico y control (ver apartado 2.2.Contraccidn segmentaria).

Figura 3.

La velocidad basica de registro fue de 10 mm./s. que se
aument6 a 25, 50 6 100 mm./s. cuando fue necesario para la correcta interpretacion de
los trazados. En general se registré a 50 mm./s. durante varios segundos en los
siguientes petiodos: previo a la oclusién coronaria, antes de iniciar la infusién
intracoronaria, prerreperfusion, y a los 3, 5 y 30 minutos postreperfusion, para permitir

mediciones adecuadas de ambos segmentos.
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Figura 3: Quirdfano durante el procedimiento: A: Respirador.
B: Animal sobre la mesa de quiréfano. C: Poligrafo. D: Transductores de presion.
E: Registradora.



71

Los animales que sufrieron fibrilacién ventricular durante el

procedimiento fueron tratados con cardioversion eléctrica. Aquéllos que en un tiempo
menor de dos minutos no recuperaron ritmo cardiaco hemodindAmicamente eficaz o bien

requirieron mis de tres choques, fueron excluidos del experimento.

2.2. Contraccion segmentaria. Cristales piezoeléctricos.

Obtuvimos mediciones continuas de las dimensiones de los dos
pequeiios segmentos de miocardio (control e isquémico) de forma simultdnea mediante
la utilizacion de microcristales piezoeléctricos (SCHUESSLER. Ultrasonic Dimension

System). Figura 4.

Los cristales piezoeléctricos tienen la propiedad de
modificar su forma al ser estimulados por cambios de voltaje, transmitiendo su
deformacién al medio en forma de onda de presién u onda de ultrasonidos (emision).
De forma similar, al ser estimulados (en recepcion) por ondas de ultrasonidos generan
cambios de voltaje. El método estd basado en la medida del llamado "tiempo de
transito” del ultrasonido. Un cristal es excitado por un pulso de 200 v. durante 0.2
microsegundos; el pulso de ultrasonido resultante viaja a través del miocardio hacia el
cristal opuesto, en un tiempo proporcional a la separacidn entre los cristales. El modulo
analizador genera un voltaje proporcional al "tiempo de transito”, que indica la distancia
entre los cristales en cada instante. La frecuencia de repeticion de pulsos es de 1 KHz
para lograr una medicion practicamente continua de las dimensiones de los segmentos

de miocardio que corresponden a la linea entre cada pareja de cristales.
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Figura 4: Equipo de regisiro de ultrasonidos. A: Sistema de

microsonometria. B: Osciloscopio. C: Registradora. D: Regisiro simultineo correspon-

diente a ECG, presiones y contraccion segmentaria.
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De esta forma, tras emitirse un pulso de ultrasonidos, el

generador inicia una produccion de voltaje que aumenta progresivamente con el tiempo.
Cuando el mddulo analizador detecta el pulso recibido, el valor del voltaje en ese
instante se toma como medida de la distancia entre los dos cristales y el generador de

voltaje se sitlla en cero hasta la aparicion del siguiente pulso.

Los pulsos de ultrasonidos constan de varias ondas y
resulta inevitable la existencia de un cierto nivel de "ruido". Por ello, el médulo
analizador debe ser capaz de reconocer la primera onda representativa del pulso y, de
esta forma, medir siempre el "tiempo de transito” con referencia a esa misma onda.
Para lograrlo, se deben ajustar los controles de! equipo de ultrasonidos con ayuda de
un osciloscopio sincronizado con la emisién de cada pulso (el cual permite visualizar
simultdneamente la sefial recibida y la medicidn que el sistema realiza del "tiempo de

transito").

Asi pues, para obtener una medicion exacta y fiable de las
dimensiones de los segmentos se deben ajustar los controles de emision y los de anélisis
del pulso de ultrasonidos (recepcién). Entre los primeros, los mds importantes son el
nivel de energia y la polaridad y, entre los segundos, el umbral de amplitud, la zona

de supresion y el balance. Se definen de la siguiente forma:

1.- CONTROLES DE EMISION.

Nivel de energia: amplitud del pulso de la onda de ultrasonidos.
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Polaridad: sentido de la primera deflexiéon del pulso de

ultrasonidos (positiva o negativa).

2.- CONTROLES DE RECEPCION.

Umbral: amplitud minima de la onda del pulso de ultrasonidos

recibida que da lugar a interrupcion en la generacion de voltaje.

Zona de supresion: intervalo minimo a partir de la emision del
pulso en el que cualquier cambio de potencial es ignorado y no puede provocar

interrupcion en la generacion de voltaje.

Balance: funcion de correccion de la atenuacion que pueda sufrir el pulso
de ultrasonidos al separarse los cristales. Similar a la compensacién de la ganancia en

el tiempo.

Los "tiempos de transito” se traducen en medidas de
longitud (mm) conociendo la velocidad de propagacion de la onda de ultrasonidos a
través del miocardio (1570 m/s.). De esta forma, 1 microsegundo corresponde

aproximadamente a 1.5 mm.

La representacién en un sistema de coordenadas de la
separacion entre los cristales respecto al tiempo (distancia/tiempo) da lugar a una curva
que permite analizar distancias y velocidades entre los cristales en cada momento. Los

trazados se calibran mediante registro de "tiempos de transito” conocidos, generados
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por el equipo. Para detectar y corregir cualquier posible deriva, se repite la calibracion

al finalizar cada registro.

Las mediciones se realizaron sobre papel de registro continuo,
simultineamente con una derivacion del ECG de superficie y las presiones adrtica y
ventricular izquierda, como ya se ha comentado anteriormente. Las variaciones debidas

a la respiracion fueron minimas en esta preparacion.

Los principales accidentes morfologicos de la curva que

representa la longitud segmentaria del ventriculo izquierdo aparecen en la figura 3.

Las longitudes telediastOlica y telesistélica son facilmente identificables
en los registros de ambos segmentos en los periodos de oclusién coronaria, preoclusion
y postoclusién. La telediastole (TD) corresponde al punto de inicio del acortamiento
durante la contraccion isovolumétrica, inmediatamente después de la onda "A"
(coincidiendo con el inicio del ascenso rapido de la curva de presidn ventricular

izquierda).

La telesistole (TS) se identifica por una pequefia muesca
en la curva de acortamiento, que corresponde al cierre de la valvula adrtica al inicio de
la relajacién isovolumétrica (coincide con la onda dicrota de la curva de presion

adrtica).
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MAXIMO
_TELESISTOLE
SEGMENTO DEPENDIENTE DE LA
ARTERIA DESCENDENRTE ANTERIOR
TELEDIASTOLE
MINIMO
SEGMENTO CONTROL
TELEDIASTOLE
TELESISTOLE

Figura 5: Esquema ilustrativo del método seguido para identificar los
distintos parametros analizados en las curvas de longitud segmentaria obtenidas
mediante cristales piezoeléctricos. En presencia de inhibicion contrictil por isquemia
0 inducida por BDM, estos parametros se definieron por referencia a la curva del

miocardio control. Ver explicacion en el texto.
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La fraccién de acortamiento (FA) de define a partir de las

mediciones de la longitud telediastdlica (LTD) y la longitud telesistélica (LTS):

LTD - LTS
FA (%): x 100
LTD

El acortamiento sistdlico en el segmento isquémico durante la
oclusién coronaria es sustituido por un fenémeno paraddjico de abombamiento
holosistolico, que parece corresponder a un movimiento pasivo determinado por la
pérdida de capacidad contractil del segmento isquémico y por los cambios de tension

en el interior de la cavidad ventricular izquierda (34, 64-67, 117).

La telesistole, en el registro de ambos segmentos en situacion
basal y en el control durante la oclusidn coronaria, aparece como el punto de menor
amplitud de la seial. En el periodo de oclusion, en el segmento isquémico, la telesistole
corresponde al inicio del acortamiento durante la relajacion isovolumétrica y marca el

final de la expansion sistolica.

También se midieron las longitudes maxima (L max) y
minima (L min) en el segmento isquémico cuando éstas no coincidieron con las fases
de telediastole y telesistole (en situacion de contraccidn segmentaria alterada). Se define

el "porcentaje de abombamiento” como:;

L max - LTD
% ABOMBAMIENTO: x 100
I.TD
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3.-SOLUCIONES PARA INFUSION INTRACORONARIA.,

Las soluciones para infusion intracoronaria deben cumplir
requisitos mas estrictos que las empleadas via sistémica. Es necesaria una solucion
fisiol6gica (normosmdtica, normoidnica y normooncética) puesto que se utilizard como

medio de perfusion coronaria antes de la reperfusién.

Las soluciones se preparaban 30 minutos antes de su utili-
zacion y se mantenfan en bafio a 37°C. (Termostato Electronico Selecta 121523). En
los primeros experimentos, se comprobd, mediante la utilizacién de filtros Millipore,

la ausencia de particulas o microburbujas.

3.1.Solucidn control.

Se prepara a partir de una solucion de Ringer lactato a la
que se afiaden 50 gr./l. de albimina bovina (Boehringer Manheim Laboratories) para
lograr una presién oncética fisioldgica (16 mm. Hg.) La disolucién de la albimina se
lograba mediante inmersidn del recipiente que contiene la preparacidn en un bafio de

ultrasonidos (Ultrasonic Cleaner, Branson B 220).

El pH se equilibraba a 7 mediante la adicién de NaOH
0.1 M. Considerando la acidosis tisular del miocardio isquémico en ¢l momento de la
reperfusion, empleamos una solucion acidética con el fin de evitar la posible interfe-

rencia sobre nuestros resultados de una normalizacién brusca del pH extracelular. La
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concentracion fisioldgica de calcio i6nico (1.3 mM}) se consiguid afiadiendo cloruro

calcico,

Antes de cada experimento, se tomaron muestras de las
soluciones para comprobar las concentraciones idnicas (Tabla 1), la osmolaridad, la
presidn oncética (que era aproximadamente de 19 mm Hg), y la concentracion de calcio
total. I.a osmolaridad fue algo mayor en las soluciones a las que afladimos BDM, de
322 +£ 17 mOsm, frente a 264 4+ 14 mOsm de la solucion control. La concentracion
de calcio total estaba elevada en la solucién "BDM" con concentracion de calcio
corregida, para lograr una concentracidn de calcio idnico similar a Ia de la solucidn
control (15.2 + 3.27 mM). Los equipos empleados para estas determinaciones fueron:
Osmometro Fiske Osmometer, Oncometro Boehringer Ingelheim BMT 921, Autoana-

lizador Stat Profile Nova Biomedical, Calcimetro Corning Calcium Analyzer 940 Izasa.

3.2.Soluciéon "BDM" (2,3-butanodiona monoxima).

Realizada a partir de la solucién control a la que se aflade 2°, 3°-
butanodiona monoxima (Laboratorios Scharlau, Madrid) inmediatamente antes de la
infusion, para lograr una concentracion de 6 gr./l. (54.3 mM). Empleamos balanza de
precisién Mettler H31 AR. Los estudios analiticos realizados permiten comprobar que
la adicion de BDM a la solucion provoca una disminucién de 1a concentracién de calcio

iénico hasta valores que en nuestra preparacién fueron de 0.5 + 0.02 mM.

Con objeto de analizar la interaccion entre BDM vy calcio

i0nico se preparan otras dos soluciones a partir de las previas:
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TABLA 1

Composicion de las soluciones empleadas en las distintas fases
del experimento

pH Na K* ca**
SOLUCION CONTROL 6.65+0.04 136.7*0.86 5.44+0.08 1.41x0.05
SOLUCION BDM 6.71+0.02  137.6x0.84  5.07+0.06  0.49+0.02
SOLUCION CONTROL CON Ca DISMINUIDO £.95+0.04  138.0+3.33  4.53+0.13  0.66+0.03
SOLUCION BDM CON Ca AUMENTADO 6.78+0.02  140.0+1.96  4.76x0.10  1.04+0.05

MEDIA+SEM
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3.3.Solucidn control modificada, con concentracion de calcio iénico disminuida.

En esta solucion se disminuyé la concentracién de calcio
iénico de la solucién control hasta valores similares a los de la solucién "BDM" (ver
tabla 1); con ello se intentaba valorar un posible efecto independiente producido por
la baja concentracion de calcio iénico, secundario a las propiedades quelantes de la

BDM.

3.4.Solucién "BDM" modificada, con concentracién de calcio iénico corregida.

Esta solucion se prepard a partir de la solucion "BDM",
a la que se aiadio cloruro cilcico para lograr una concentracion de calcio iénico similar
a la de la solucién control (ver tabla 1), con el objeto de corregir el efecto quelante de

la BDM sobre el calcio.

4.-PROTOCOLO DE ESTUDIO.

Este estudio se realizé sobre un total de 26 animales a los
que se sometid a diferentes protocolos experimentales disefiados especificamente para
responder a cada uno de los objetivos planteados. Basicamente, estos protocolos fueron
disefados para analizar la funcion contréctil regional durante la infusién intracoronaria
de distintas soluciones en las que se habia modificado la concentracion de calcio libre

y/o afiadido BDM, asi como durante la oclusion coronaria y la reperfusion.
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Para analizar los cambios en la contraccion segmentaria

producidos por estas maniobras se emplearon diversos controles como referencia: 1.-La
funcién miocardica previa a la infusién u oclusién coronaria. 2.-La funcién del
miocardio control. 3.-El efecto de una solucion pilacebo (en el caso de infusiones
intracoronarias con BDM y/o concentracidn de calcio 1dnico modificada). La oclusién
coronaria permitié comprobar la correcta colocacion de los cristales, asi como tener una

referencia de la severidad de los cambios producidos.

En todos los animales se aplicé el procedimiento quirdrgico
previamente descrito {1.2). Se colocaron catéteres para monitorizaciéon hemodinimica
con vias centrales venosa y arterial. En 5 animales se colocé un catéter a través de dpex
en el interior de la cavidad ventricular izquierda para monitorizacion de la presién del
ventriculo izquierdo (1.3.1). En todos se realizo cateterismo de la arteria descendente
anterior (1.3.2) y se implantaron cristales piezoeléctricos en el miocardio ventricular
izquierdo (1.3.3). Fueron sometidos durante todo el procedimiento a monitorizacion
hemodindmica y electrocardiografica (2.1), asi como de la contraccién segmentaria

2.2).

En algunos animales se aplicaron sucesivamente varios
protocolos de estudio con distintas soluciones intracoronarias fras comprobar la
completa y rdpida normalizacion, en un periodo menor de 3 minutos, de todos los
parametros estudiados al cesar la infusion de las distintas soluciones. Las infusiones
consecutivas en el mismo animal se separaron por un intervalo de tiempo mayor de diez
minutos. El orden de infusidon no fue seleccionado. La oclusién coronaria se realizo

siempre en tltimo lugar para evitar la interferencia de posibles alteraciones persistentes
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de la funcidon miocardica ("miocardio aturdido”). Sin embargo, pudimos comprobar

recuperacion completa en S minutos tras un periodo de oclusién coronaria de 5 minutos.

Consideramos los experimentos en 3 grupos de estudio:

4.1.Efecto de la infusion intracoronaria sin isquemia.

4.1.1.Estudio del efecto del caicio extracelular sobre Ia
contraccién segmentaria.

4.1.2.Estudio del efecto de la infusiébn de BDM sobre la
contraccion segmentaria.

4.1.3.Estudio del efecto de la interaccion entre el calcio

extracelular y la BDM sobre la contraccién segmentaria.

4.2 Efecto de la oclusion coronaria transitoria sobre la contraccidén

segmentaria.

4.3.Efecto de la infusion intracoronaria durante la isquemia y la reperfu-

sion.
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4.1.Efecto de la infusion intracoronaria sin isquemia.

4.1.1.Estudio del efecto del calcto extracelular sobre la contraccién segmentaria.

Para este estudio realizamos infusién intracoronaria de la
solucién control (ver composicion en tabla 1) durante 5 minutos a una velocidad de

infusién de 9 ml/min. Este experimento se realizd en 6 animales.

LLos resultados previos se compararon con los obtenidos
durante la infusion intracoronaria de la solucién control modificada, con concentracion
de calcio i6nico disminuida (ver composicién en tabla 1). En este caso, los animales
recibieron durante 5 minutos infusién intracoronaria, a través del catéter Rentrop, de
la solucién control modificada a una velocidad de infusion de 9 ml/min. Este

experimento se realizd en 8 animales.

4.1.2. Estudio del efecto de la infusién de BDM sobre la contraccion segmentaria.

Se analizé el efecto sobre la contraccion segmentaria de
la infusidn intracoronaria de la solucion "BDM" (ver composicién en tabla 1) durante
5 minutos, a una velocidad de infusion de 9 ml/min y se comparé con la infusién de
la solucién control a la misma velocidad durante igual periodo de tiempo. Esto se
realizd de forma secuencial en el mismo animal en 10 casos. En un subgrupo de 4
animales se evalud la respuesta a dosis variables de BDM, disminuyendo la velocidad
de infusién a 6 ml/min y a 3 ml/min durante periodos de tiempo de 8 y 10 minutos,

respectivamente.
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4.1.3. Estudio del efecto de la interaccién entre el calcio extracelular y la BDM

sobre la contracciéon segmentaria.

Se analizé el efecto sobre la contraccion segmentaria de
la infusion intracoronaria de la solucién "BDM" modificada, con concentracion de
calcio idnico aumentada (ver composicion en Tabla 1), durante 5 minutos, a una
velocidad de infusién de 9 ml/min en 8 animales y se comparé con la infusién de la
soluciéon BDM a la misma velocidad durante igual periodo de tiempo. Esto se realizd

de forma secuencial en el mismo animal en 8 casos.

4.2 . Efecto de la oclusion coronaria transitoria sobre la contraccion segmentaria.

En 17 animales se realiz6 una oclusion coronaria transitoria

durante 5 minutos seguida de reperfusion.

4.3. Efecto de la infusién intracoronaria durante la isquemia y la reperfusion.

Los animales, en este caso, fueron sometidos a un protocolo que
consistio en oclusién de la arteria descendente anterior durante 51 minutos seguida de
reperfusion, que se lograba mediante la liberacion de la lazada del sistema de oclusion
atraumatica. Se inicid infusidn intracoronaria de 1a solucién control o BDM durante los
3 dltimos minutos de oclusién coronaria y se mantuvo durante 33 minutos durante la
reperfusion. La velocidad de infusion fue de 9 ml/min durante los 6 primeros minutos
(3 minutos durante oclusién coronaria y 3 minutos durante reperfusion), luego se

disminuyé progresivamente, manteniéndola a 6 ml/min durante 10 minutos y a 3 ml/min
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durante 20 minutos (Figura 6). El experimento se realizé en 16 animales, con infusién
de la solucién control en 8 animales e infusién de la solucién "BDM" en otros 8 casos.

Ninguno de estos animales habia recibido previamente otras infusiones intracoronarias.

5.-ANALISIS ESTADISTICO.

El andlisis estadistico se realizd con la ayuda de un "paquete”
estadistico disponible en el mercado (SPSS/PC, V 4.0; Chicago, Iiinois, USA). La
existencia de diferencias enire varios grupos se investigd mediante anilisis de la
varianza {ANOVA), después de comprobar la ausencia de desviaciones de los datos
respecto a la distribucion normal. Las comparaciones individuales se realizaron
mediante la prueba de Duncan, pero anicamente después de haber excluido la hipétesis
de homogeneidad mediante el ANOVA. Cuando se consideraron solamente dos grupos,
las comparaciones se realizaron mediante la prueba de la t de Student. En caso de
desviacion significativa de los datos respecto a la distribucion normal se utilizd la
prueba de Kruskall-Wallis para comparaciones entre varios grupos y la de Wilcoxon
para dos grupos. Los cambios en los parametros fisioldgicos a lo largo del experimento
se realizaron mediante anélisis de varianza de dos vias. El nivel de significacion, para
todas las pruebas de hipétesis, se fijé en p <0.05. Todos los datos se expresaron como

media + error tipico de la media.
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Figura 6: Protocolo de infusion intracoronaria durante las fases

de isquemia y de reperfusion.
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IV. RESULTADOS

1.-EFECTO DE LA INFUSION INTRACORONARIA SIN ISQUEMIA
1.1.Estudio del efecto del calcio extracelular sobre la contraccion segmentaria.
I.1.1.Infusioén intracoronaria de la solucion control.
A.-Datos hemodinimicos.
La presion sistélica arterial basal en nuestro modelo fue 111 +
12 mm Hg, similar a los valores fisiologicos en la especie humana. La infusién
intracoronaria de la solucién control no se acompaiié de modificaciones valorables en
la presidn adrtica o en la frecuencia cardiaca en ninguno de los animales (Tabla 2).
B.-Contraccién segmentaria.
En el andlisis de la contraccion segmentaria en la fase previa a la
infusidn intracoronaria de la solucién control, la longitud teledidstolica (LTD) en el

segmento de miocardio dependiente de la arteria descendente anterior distal (ADAD)

fue de 11.82 + 0.91 mm, siendo la LTD en el segmento control de 9.4 + 0.94 mm.



TABLA 2

Datos hemodinamicos durante la infusion intracoronaria de la
solucion control

PRESION ARTERIAL

Sistdlica Diastalica ' NECUENCIA
n==6 (mm Hg) (mm Hg) CARDIACA
PREINFUSION 111%12  47.0%6.0 81 9
1 MIN. INFUSION  121%14  48.2+6.0 82+ 9
5 MIN. INFUSION  114+12  49.2+7.8 82+ 9
POSTINFUSION 112+ 9  49.4%6.0 81+10

Cambios no significatives
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La fraccion de acortamiento (FA) previa a la infusion intracorona-

ria de la solucion control en la zona de miocardio dependiente de la arteria descendente
anterior distal fue de 21.12 £+ 2.06%, dentro de limites fisiol6gicos. En el segmento
control 1a FA antes de la infusidn fue inferior (12.43 1+ 1.61%) debido a ia colocacién

de estos microcristales cerca de la base del ventriculo izquierdo.

La infusién de la solucidon control no modificé la longitud
telediastdlica ni la fraccion de acortamiento en el segmento dependiente de la arteria
descendente anterior distal en ninguno de los animales (Tabla 3). Tampoco se
observaron cambios en los parimetros de contraccion segmentaria correspondientes al

segmento de miocardio control.

C.-Arritmias.

No se registraron arritmias durante los 5 minutos de infusién de

la solucidn control.

1.1.2.Infusion intracoronaria de la solucién control modificada, con concentracion

de calcio iénico disminuida,

A.-Parametros hemodindamicos.

La situacion hemodindmica previa a esta infusién fue similar a la

situacion previa a la infusion de la solucién control (PAS 102 + 7 mm Hg, PAD 52.9

+ 2.0 mm Hg, FC 93 + 9 Ipm).



TABLA 3

Efecto de la infusion intracoronaria de la solucion control sobre
la contraccion segmentaria del Vi

SEGMENTO DEPENDIENTE SEGMENTO
DE DA CONTROL
n==6 LTD(mm) FA(%) LTD{mm) FA(%)
PREINFUSION 11.82+0.51 21.12x2.06 9.40+0.94 12.43+1.61
1 MIN. INFUSION 12.14+1.01 21.15%+1.53 10.74%1.50 14.13+1.78
5 MIN. INFUSION 11.,94+1.09 21.22+2.32 10.72+1.51 15.07+1.96
POSTINFUSION 11.92+1.09 23.35+1.75 10.72+1.50 15.42+1.99

LTD: Longitud telediastolica. FA: Fraccion de acortamiento. DA; Arteria corenaria descendente
anterior.

Cambios no significativos.



93

Al igual que sucedia con la solucion control, la infusion de la

solucion control modificada, con concentracion de calcio 16nico disminuida, no produjo
cambios en la frecuencia cardiaca ni en la presion arterial como se observa en la

Tabla 4.

B.-Contraccion segmentaria.

No se apreciaron cambios en la longitud telediastélica ni en la
fraccion de acortamiento en ninguno de los dos segmentos (segmento control y
segmento distal a la infusién) durante la infusion de la solucion control modificada, con

concentracion de calcio 1dnico disminuida (Tabla 5).

En la figura 7 representamos simultdneamente LTD y FA durante
la infusidn intracoronaria de las soluciones control y control modificada y observamos
un comportamiento de la contraccion segmentaria similar en ambos casos con ausencia

de cambios valorables en estos parametros.

C.-Arritmias.

No se produjeron arritmias durante la infusién de la solucion

control modificada.



TABLA 4

Datos hemodinamicos durante la infusion intracoronaria de la
solucién control modificada
(con concentracion de calcio iénico corregida)

PRESION ARTERIAL

— —— —  FRECUENCIA
n=8 Senhgd  Dastol’?  CARDIACA
PREINFUSION 102+ 7  52.9+2.0 93+ 9
1 MIN. INFUSION 101 7  53.1£3.5 90+ 9
5 MIN. INFUSION ~ 96%11  58.3%1.8 94+ 9
POSTINFUSION 109+ 6  59.1%2.9 9311

Cambios no significativos.
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TABLA 5

Efecto de la infusion intracoronaria de la soluciéon control
modificada sobre la contraccion segmentaria del VI

SEGMENTO DEPENDIENTE SEGMENTO
DE DA CONTROL
n=a=8a
LTD(mm) FA (%)} LTD(mm) FA(%)
PREINFUSION 11.15+0.82 20.49%2.15 10.74+0.73 16.74+2.22
1 MIN. INFUSION 11.33+0.94 22.21+2.28 10.81%0.80 17.30%2.13
5 MIN. INFUSION 11.45+0.87 21.69+2.10 10.710.72 16.62:£1.94
POSTINFUSION 11.36£0.93 20.35%2.26 10.81+0.82 15.50+1.42

LTD: Longitud telediastdlica. FA: Fraccion de acortamiento. DA Arteria coronaria descendente

anterior.

Cambios no significativos.
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descendente anterior.
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1.2.Estudio del efecto de la infusion de BDM sobre la contraccion segmentaria.

1.2.1.Infusion intracoronaria de la solucién "BDM" a una velocidad de infusion de

9 mi/min.

A esta velocidad de infusidon, equivalente al 50-70% del flujo
basal, la solucién "BDM" produjo alteraciones hemodindmicas y de la contraccion en

todos los animales.

A.-Parametros hemodinamicos.

La infusién de la solucién "BDM" produjo un aumento discreto
pero estadisticamente significativo de la frecuencia cardiaca (de 88 + 6 Ipm antes de
Ja infusion a 96 + 6 lpm a los 5 minutos de iniciada ésta, p <0.05. Tabla 6). También
se comprobo una ligera pero significativa disminucion en la presion arterial sistdlica (de
97 4+ 3 mm Hg antes de la infusién a 91 £ 3 mm Hg a los 5 minutos de iniciada ésta,
p <0.05). Los cambios en la frecuencia cardiaca y en la presion arterial sistélica que
ocurren durante la infusidn de la solucion "BDM" son rapidamente reversibles al cesar

esta infusion, con valores similares a los basales a los 3 minutos de retirada la infusion,

B.-Contraccién segmentaria.

Durante la infusién de la solucién "BDM" no se objetivaron

cambios en la longitud teledidstolica ni en la fraccidn de acortamiento del segmento



TABLA 6

Datos hemodinamicos durante la infusion intracoronaria de la
solucién BDM. Velocidad de infusiéon: 9ml/min

PRESION ARTERIAL

— ——— FRECUENCIA
n=10 Stamtigr  Dlastol’®  CARDIACA

PREINFUSION 97+3 49.8+3.4 88+6

1 MIN. INFUSION 95+3 51.3+3.0 91+6

5 MIN. INFUSION 91+3" 47.5+3.6 96+6"

POSTINFUSION 97 +5 50.9+3.3 94+86

* p<0.05 comparado con los valores hasales,
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control. Por el contrario, en el segmento dependiente de 1a arteria descendente anterior
aparecié supresion practicamente completa del acortamiento sistolico (Tabla 7). La
fraccién de acortamiento disminuyé desde 21.76 + 1.52 % en situacién basal, a 4.41
+ 2.56 % tras 1 minuto de infusién y hasta 1.32 £ 0.9 % tras 5 minutos de infusién.
Estos valores eran significativamente distintos tanto de los valores basales como de los
correspondientes en el grupo control (p<0.05). La infusién de BDM produjo también
un aumento en la longitud telediastélica del 10 % (desde 11.7 + 0.67 mm antes de la
infusion a 12.86 4+ 0.69 mm tras 1 minuto de infusién y a 12.36 + 0.68 mm a los 5
minutos de infusién). Estos valores fueron significativamente distintos de los valores
basales (p<0.05). La longitud maxima fue de 13.77 £+ 0.83 mm tras 1 minuto de

infusién y de 13.03 + 0.76 mm tras 5 minutos de infusion.

Estos cambios en la contraccion segmentaria asociados a la
infusion de BDM aparecieron pocos segundos después del inicio de la infusion y
alcanzaron un nivel préximo a su maxima expresién en el primer minuto, progresando
minimamente durante los 4 minutos siguientes. El efecto de la BDM sobre la funcién
contrictil regional fue rdpidamente reversible, con parametros de contraccion
segmentaria similares a los basales a los 3 minutos aproximadamente tras cesar la

infusién.

C . -Al‘l‘itmias .

No se detectaron arritmias durante la infusion de BDM a una

velocidad de infusién de 9 ml/min.
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TABLA 7

Efecto de la infusion intracoronaria de la solucion BDM sobre la
contraccion segmentaria del VI.

Velocidad de infusién: 9 ml/min.

SEGMENTO
SEGMENTO DEPENDIENTE DE DA CONTROL
n=10
LTD{mm} FA(%) MAX MIN LTD{mm} FA(%)
PREINFUSJON 11.70+0.67 21.76+1.52 [ 10.37+0.69 15.79+1.56
* * *
1 MIN. INFUSION 12.86+0.69 4.41+2.56 13.77+0.83 10.93%0.54 10.73+0.85 16.81+1.71
* *
5 MIN. INFUSION 12.36=0.68 1.32+0.50 13.03+0.76 10.28+0.49 10.02+0.56 16.86+5.20
POSTINFUSION 11.70x0.69 2200212 - - 10.27 +£0.87 15,37+1.74

LTD: Longitud telediastélica. FA: Fraccion de acortamiento. MAX: Longitud maxima. MIN: Longitud
minima. DA: Arteria coronaria descendente anterior.

* p<0.05 comparado con los valores basales.
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1.2.2. Infusién intracoronaria de la solucion "BDM" a dosis decrecientes.

En 4 animales se realizé infusion de BDM a dosis decrecientes,
con objeto de valorar una posible relacidn dosis-respuesta en el efecto de la BDM sobre

la contraccién segmentaria.

A.-Parametros hemodinimicos.

La infusion de BDM produce, como hemos comentado
anteriormente, discreta disminucidn de la presion arterial sistdlica, asi como un ligero
aumento en la frecuencia cardiaca. No se evidenciaron cambios significativos en estos
pardmetros hemodindmicos en relacion a la disminucion progresiva de la velocidad de

infusion de BDM en 4 animales (tabla 8).

B.-Contraccion segmentaria.

El efecto sobre la contraccion segmentaria (valorada en longitud
telediastolica y fraccidn de acortamiento) de la infusién de la solucion "BDM" a dosis
decrecientes queda reflejado en la tabla 9 y en la figura 8. Se observo una clara
relacion dosis-respuesta en el efecto de la BDM sobre la contraccién segmentaria en el
segmento distal a la arteria descendente anterior. En los 4 animales en los que se realizé
infusiéon de BDM a dosis decrecientes la longitud telediastdlica media basal fue 12.6 +
2 mm y la fraccién de acortamiento media basal 25.8 + 1.9 %. La FA descendio hasta
1.1 + 1.8 % durante la infusiéon de BDM a 9 ml/min. Cuando la velocidad de infusion

disminuyé de 9 ml/min a 6 ml/min la FA pasé a ser de 11.2 + 4 % (se incrementd
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TABLA 8

Datos hemodinamicos durante la infusion intracoronaria de BDM
a dosis decrecientes

PRESION ARTERIAL

_ HES] TEAIAL  ERecuENc
n=4 Sistolica  Diastolica CARDI:CAA
BASAL a5+5 47 +7 87+16
INFUSION 9mi/min  89+4 4346 93+ 14
INFUSION 6ml/min  92+8 45+6 9212
INFUSION 3mi/min 939 49+8 99+ 12
POSTINFUSION 101+8 50£7 9711

Cambios no significativos.



TABLA 9

Efecto de la infusion intracoronaria de !a soluciéon BDM a dosis
decrecientes sobre la contraccion segmentaria del VI

SEGMENTO DEPENDIENTE SEGMENTO
_a DE DA CONTROL
n= LTD(mm) FA(%) LTD(mm) FA(%)
BASAL 12.6+2.0  25.8+1.9 10.3+0.94 17.4+2.1
INFUSION 9m!/min 13.2+1.5 1.1+1.8° 11.0+0.92 16.5+1.6
INFUSION 6ml/min 13.0+1.5 11.2+4.0"  10.9%0.90 17.7+2.4
INFUSION 3m!/min 12.8+1.6 16.5+5.1"  11.1+0.93 17.2£2.5
POSTINFUSION 12.4+1.7  25.0+4.0 11.0%0.90 16.6+2.7

LTD: Longitud telediastdlica. FA: Fraccion de acortamiento. DA: Arteria coronaria descendente

anterior.

* p<0.05 comparado con los valores basales.
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Figura 8: Efecto de la infusién intracoronaria de la solucion BDM

a dosis decrecientes sobre el segmento dependiente de la arteria descendente anterior.
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hasta alcanzar el 43% del valor basal). El descenso en la velocidad de infusién hasta
3 ml/min se asocid a un aumento del 21 % de la fraccién de acortamiento, que alcanzd
16.5 + 5.1 %. Se observaron valores de la FA superponibies a los basales a los 3
minutos aproximadamente tras cesar la infusion de BDM. La LTD fue de 13.2 £+ 1.5
mm a la velocidad de infusion de 9 ml/min, de 13 £ 1.5 mm a 6 ml/min y de 12.8 4
1.6 mm a 3 ml/min. Asi pues, se observo tambi€n una progresiva recuperacion en la
longitud telediastdlica a medida que disminuyd la velocidad de infusion. Nuevamente,
pudimos comprobar la ausencia de efecto de la BDM sobre la contraccién segmentaria

del segmento control.

C.-Arritmias.

No se registraron arritmias durante la infusidon de BDM a

diferentes dosis.

1.3.Estudio del efecto de la interaccién entre el calcio extracelular y la BDM sobre
la contracciéon segmentaria. Infusion de la solucién "BDM" modificada, con concen-

tracion de calcio iénico corregida.

A.-Parametros hemodindmicos.

Los cambios hemodindmicos producidos durante los 5 minutos de
infusion de solucion "BDM" modificada, con concentracién de calcio i6nico aumeniada
(tabla 10), son similares a [os que induce la infusion de la solucion "BDM". Ocurre

discreta disminucion de la presién arterial tanto sistdlica (de 100 + 4 mm Hg en



TABLA 10

Datos hemodinamicos durante la infusion intracoronaria de la
solucién BDM modificada
(con concentracioén de calcio idnico corregida)

PRESION ARTERIAL
Sistélica Diastdlica FRECUENCIA
CARDIACA

h=8 (mm Hg) (mm Hg)
PREINFUSION 100+4  55.5+2.6 100+ 9
1 MIN. INFUSION 95+ 4 54.0+3.0 105+ 9~
5 MIN. INFUSION 93+4" 51.0%3.1" 111+ 9~
POSTINFUSION 98+4 52.3+2.1 112+11

* p<0.05 comparado con los valores basales.
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situacion basal a 93 + 4 mm Hg tras 5 minutos de infusién; p < 0.05) como diastolica
(de 55.5 £ 2.6 mm Hg en situacion basal hasta 51.0 £ 3.1 mm Hg tras 5 minutos de
infusién; p<0.05) y ligero aumento de la frecuencia cardiaca (de 100 + 9 Ipm en
situacion basal a 105 £ 9 lpm tras I minuto de infusién y hasta 110 £ 9 Ipm tras 5

minutos de infusion; p<0.05).

B.-Contraccion segmentaria.

De la misma forma, la infusion de la solucién "BDM" modificada
produjo cambios en la contraccion segmentaria superponibles a los que ocurren durante
la infusién de la solucion "BDM". No se observaron cambios en los parametros de
contraccion segmentaria del segmento control. Sin embargo, en el segmento dependiente
de la arteria descendente anterior distal aparece supresion practicamente completa del
acortamiento sistélico (Tabla 11). La fraccién de acortamiento en el segmento
dependiente de la arteria descendente anterior distal disminuyd desde 16.78 + 1.11 %

en situacion basal a 1.9 + 1.22 % tras 1 minuto de infusiéon y hasta 1.25 £ 1.49 %

tras 5 minutos de infusion (p <0.05). La infusidn de la solucion "BDM" modificada con
concentracion de calcio i6nico aumentada también produjo un incremento de la LTD
(de 10.68 £ 0.36 mm en situacion basal a 11.5 £ 0.4 mm tras 1 minuto de infusién
y a 11.55 4+ 0.42 mm tras 5 minutos de infusién; p<0.05). La longitud maxima
alcanzo valores de 12.25 1+ 0.4 mm tras 1 minuto de infusion y de 12.15 £+ 0.33 mm
tras 5 minutos de infusion. También en este caso el efecto de la BDM sobre la
contraccion segmentaria fue rdpidamente reversible, con parametros similares a los

basales a los 3 minutos aproximadamente tras cesar la infusién de la solucion.



TABLA 11
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Efecto de la infusion intracoronaria de la solucién BDM
modificada (con concentracién de calcio i6nico corregida)

sobre la contraccién segmentaria del VI

SEGMENTO
SEGMENTO DEPENDI!ENTE DE DA CONTROL
n=2_8

LTD(mm) FA(%) MAX MIN LTD (mm) FA(%)
PREINFUSION 10.68+0.36 16.78+1.11 - 10.20+1.09 15.02+2,32
1 MIN. INFUSION 11.50=0.40 * 1.90+1.22% 12.250.40 * 9.95+0.44 10.211.08 14.7622.41
5 MIN. INFUSION 11.5520,42 * 1.25i"l.49* 12.15x0.33 9.94+0.40 10.21x1.09 15.44x2.29
POSTINFUSION 10.48x0.,43 14,91+1.44 —_— — 10.04x1,12 15.06+2.18

LTD: Longitud telediastdlica. FA: Fraccion de acertamiento. MAX: Longitud maxima. MIN: Longitud
minima. DA: Arteria coronaria descendente anterior.

* p<0.05 comparado con los valores basales.
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En la figura 9 representamos los pardmetros de contraccién
segmentaria durante la infusion de las soluciones "BDM" y "BDM" modificada,

observandose un comportamiento similar en ambos casos.

C.-Arritmias,

No se detectaron arritmias durante la infusion de la soluciéon BDM

modificada, con concentracion de calcio 16nico corregida.

2.-EFECTO DE LA OCLUSION CORONARIA.

A.-Datos hemodinamicos.

La situacién hemodindmica previa a la oclusién coronaria fue

similar a la de los otros experimentos (Tabla 12).

La oclusién selectiva a nivel de la arteria descendente anterior
distal produjo una ligera pero significativa disminucién de la presion arterial tanto
sistolica (de 101 £ 5 mm Hg en situacidn basal a 93 + 4 mm Hg tras 5 minutos de
oclusion; p<0.05) como diastdlica (de 50.1 + 2.8 mm Hg en situacion basal a 47.9
+ 2.2 mm Hg tras 5 minutos de oclusién; p <0.05). Se produjo también un aumento
discreto de la frecuencia cardiaca (de 100 + 6 Ipm preoclusién a 103 + 6 Ipm tras 5

minutos de oclusién coronaria) que no alcanzé significacion estadistica.
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Figura 9: Efecto de la infusién intracoronaria de las soluciones BDM y BDM

modificada sobre el segmento dependiente de la arteria descendente anterior.



TABLA 12

Datos hemodinamicos durante la oclusion coronaria

PRESION ABRTERIAL

— = FRECUENCIA
n =17 Sistolica  Diastdlica ¢ ARDIACA
PREOCLUSION 101+5 50.1+2.8 1006
5 MIN. OCLUSION 93+4" 47.9+2.2" 103+6

* p<0.05 comparado con los valores basales.
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En conjunto, los cambios hemodinamicos que produjo la oclusién
coronaria fueron superponibles a los observados tras infusion intracoronaria selectiva

de la solucién "BDM",

B.-Contraccion segmentaria.

Durante la oclusién selectiva a nivel de la arteria descendente
anterior distal no se observaron cambios en la longitud teledidstolica ni en la fraccién
de acortamiento del segmento control (Tabla 13). Sin embargo, en el segmento
dependiente de la arteria descendente anterior se suprimid el acortamiento sistolico y
la fraccién de acortamiento disminuy¢ desde 20.53 + 1.75 % en situacion basal a -0.26
+ 0.41 % tras 5 minutos de oclusién coronaria. Estos valores fueron significativamente
distintos, tanto de los valores basales como de los correspondientes en el grupo control
(p<0.05). La oclusiéon coronaria produjo también un aumento significativo en la
longitud teledidstolica del segmento isquémico, desde 11.53 £ 0.47 mm en situacién
basal hasta 13.01 £ 0.53 mm tras 5 minutos de oclusién (p <0.05 tanto respecto a los
valores basales como respecto a los correspondientes en el grupo control). La longitud
maxima en el segmento isquémico tras 5 minutos de oclusién coronaria fue de 13.54

+ 0.56 mm.

Estos cambios que produce la oclusion coronaria selectiva de la
arteria descendente anterior sobre la contraccion segmentaria del territorio de miocardio
dependiente de esta arteria son similares a ios observados tras infusién intracoronaria

de BDM sin oclusién coronaria.
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TABLA 13

Efecto de la oclusidn coronaria
sobre la contraccion segmentaria del VI

SEGMENTO
_ SEGMENTO ISQUEMICO CONTROL
n =17 LTD{mm} FA(%) MAX MIN LTD (mm) FA{%)
PREOCLUSION 11.53+0.47 20.53%1.75 S _— 10.51%0.57 15.21%1.23
5 MIN. OCLUSION 13.0120.53%  -0.26x0.41% 13.54+0.56 7  10.9520.50 10,98£0.70 16.26+1.17

LTD: Longitud telediastélica. FA: Fraccion de acortamiento. MAX: Longitud maxima. MIN: Longitud
minima.

* p<0.05 comparado con los valores bhasales.
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C.-Arritmias.

No se registraron arritmias durante los 5 minutos de oclusién

coronaria sin infusién.

3.-EFECTO DE LA INFUSION INTRACORONARIA DURANTE LA ISQUEMIA
Y LA REPERFUSION.

3.1.Datos hemodinamicos.

Los datos hemodindmicos correspondientes a los 16 animales en
los que se realizod infusion intracoronaria de las soluciones control y "BDM" durante
los perfodos de oclusion coronaria y reperfusidén aparecen en las tablas 14 y 15. En
conjunto, la situacion hemodinamica permanecié estable a lo largo del experimento, no
objetivindose diferencias entre ambos grupos de tratamiento. La oclusién coronaria no
produjo cambios importantes en la presidn arterial ni en la frecuencia cardiaca en el
conjunto de los animales. Tampoco se observaron variaciones hemodindmicas en los 3
minutos de infusion durante oclusidn coronaria. Sin embargo, en la fase de reperfusiéon
se¢ aprecia una oscilacion en la presién arterial en relacion con las arritmias de

reperfusion.

La infusién intracoronaria se acompaid de extrasistolia ventricular
frecuente, de densidad similar en ambos grupos de tratamiento. Se produjo fibrilacion
ventricular en 7 animales en la fase de infusién intracoronaria durante oclusién y

reperfusion, de los cuales 5 pertenecian al grupo BDM vy 2 al grupo control.
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TABLA 14

Datos hemodinamicos durante la infusién intracoronaria de la
solucion control en las fases de isquemia y reperfusion

PRESION ARTERIAL

_ T — FRECUENCIA
n=8 Sl Diasttls®  CARDIACA
BASAL 93+5 47+4 87+ 9
OCLUSION CORONARIA 10186 52+4 104+ 9
Oclusioén coronaria 93+8 49+5 109+ B
INFUSION
INTRACORONARIA Reperfusién precoz 89+8 48+5 12610

Reperfusién tardia 93+8 516 110+ 8
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TABLA 15

Datos hemodinamicos durante la infusiéon intracoronaria de fa
solucion BDM en las fases de isquemia y reperfusién

PRESION ARTERIAL

T : ™ FRECUENCIA
= Sistolica Diastdlica
n=38 (mm Ha) (mmHgy . CARDIACA

BASAL 10611 58156 $1+ 8
OCLUSION CORONARIA 101x14 52+ 6 107+ 8

Oclusidn coroparia 96x16 59+ 7 109x 8
INFUSION
INTRACORONARIA Reperfusion precoz 90+16 51+ 6 12210

Reperfusién tardia 94+ 9 54+ 7 13610
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3.2.Contraccion segmentaria.

Los parametros de contraccién segmentaria (longitud telediastolica
y fraccion de acortamiento) correspondientes al segmento control no mostraron cambios

apreciables durante las maniobras de oclusién coronaria y reperfusiéon (Tabla 16).

3.2.1.Efecto de la infusion intracoronaria sobre la contraccién segmentaria durante

la isquemia.

En el segmento dependiente de la arteria descendente anterior
distal durante oclusién coronaria se produjo un aumento en la longitud teledidstolica
desde 11.6 + 1.4 mm en situacion basal hasta 12.8 £+ 1.7 mm (p<0.05) en el grupo
control (tabla 17 y figura 10). En los animales del grupo BDM la longitud teledias-
tolica en el segmento isquémico aumentaba desde 12.4 + 0.7 mm en situacién basal a
13.5 4+ 1.0 mm (p<0.05). Se suprimié el acortamiento sistdlico con aparicién de
expansion sistolica. Asi, durante oclusién coronaria la fraccién de acortamiento
disminuyd en el grupo control desde 27.5 + 0.7 % en situacién basal a -1.8 £ 1.0 %

y en el grupo BDM desde 24.8 + 2.2 % en situacién basal a -1.2 + 0.7 %.

La infusién intracoronaria de las soluciones (control y BDM)
durante este periodo de oclusién coronaria no produjo cambios en los parametros de

contraccion segmentaria, que fueron superponibles a los valores previos a la infusién.



TABLA 16

Efecto de la infusién intracoronaria sobre la contraccion

segmentaria del segmento control
durante isquemia y reperfusion

118

GRUPO CONTROL (n=8) GRUPO BDM (n=8)

LTD{mm)  FA(%) LTD(mm)  FA(%)
BASAL 12.5x1.0 21.0+2.0 10.0£0.7 16.3+£3.4
OCLUSION CORONARIA 12.4+0.9 21.4+2.3 10.3x£0.6 19.1x1.9
Oclusién coronaria 12.4+0.9 21.9x21 10.4+0.6 18.0x2.0

INFUSION

INTRACORONARIA Reperfusidn precoz 11.9+0.8 18.7+2.6 10.2+0.8 20.6x2.2
Reperfusién tardia 12.6x11 21.1x22 11.1%1.4 18.5x1.3

Cambios no significativos.
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TABLA 17

Efecto de la infusion intracoronaria sobre la contraccion
segmentaria del segmento dependiente de la
DA distal durante isquemia y reperfusion

GRUPO CONTROL (n=8) GRUPO BDM (n=8)

LTD{mm} FA{%) LTD{mm)  FA(%)
BASAL 11.6+1.4 27.5+0.7 12.4+0.7 24.8+2.2
OCLUSION CORONARIA 12.8%1.7% -1.8x1.0% 13.5+1.0% -1.2+0.7%

Oclusion coronaria 12.8+1.8 -0.7x1.0 13.6%+1.1 0.0x1.1
INFUSION . . ,
INTRACORONARIA Reperfusién precoz 11.6+1.5 -1.5x1.4 11.1x1.1 -12.7x4.5

Reperfusién tardia 10.3+1.6* -3.6+1.6  12.3*1.0° .1.6x1.3*

LTD: Longitud telediastdlica. FA; Fraccién de acortamiento. DA: Arteria coronaria descendente
anterior.

* p<0.05 comparado con los valores basales.
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Figura 10: Efecto de la infusion intracoronaria de la soluciéon BDM vs solucion

control sobre el segmento dependiente de la arteria descendente anterior durante

isquemia y reperfusion.
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3.2.2.Efecto de la infusion intracoronaria sobre la contraccion segmentaria durante

la reperfusion. (Tabla 17, figura 10).
A.-Fase precoz de la reperfusion.

La infusién intracoronaria de la solucion BDM en el segmento
isquémico en fase de reperfusion precoz se acompaiié de disminucién de la longitud
telediastolica (desde 13.6 £ 1.1 mm hasté 11.1 £ 1.1 mm; p< 0.05 respecto a valores
previos). La disminucién en la LTD en el grupo tratado con BDM durante la fase
precoz de la reperfusion fue el doble que la asociada a la infusién de Ia solucidén control
{en el grupo control la longitud telediastélica disminuy6 de 12.8 + 1.8 mma 11.6 &
[.5 mm; p<0.05). Estos cambios en la longitud telediastélica se acompaifiaron de un
notable aumento del abombamiento sistélico. Asi, la expansion sistdlica alcanzd el 12.7
+ 4.5 %, 7 veces mayor que el 1.5 £ 1.4 % observado en el grupo control (p <0.05).
Comparado con ¢l abombamiento durante la oclusion coronaria la BDM aumenta 4
veces mas este abombamiento durante la fase precoz de la reperfusion (p <0.05), no

apareciendo diferencias significativas en el grupo control.

B.-Fase tardia de Ia reperfusion.

En el segmento isquémico en el grupo tratado con BDM durante
la fase tardia de la reperfusion se observé un marcado aumento en la LTD desde 11.1
4 1.1 mm hasta 12.3 £ 1.0 mm (p <0.05) asi como una disminucién del abombamien-

to sistdlico (desde -12.7 £ 4.5 % a -1.6 + 1.3 %; p<0.05).
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Por el contrario, el grupo control mostré una disminucién en la

LTD en el segmento isquémico en la fase de reperfusion tardia (desde 11.6 £ 1.5 mm
hasta 10.3 4+ 1.6 mm; p <0.05). Asi pues, tras 30 minutos de reperfusién, la LTD era
mayor en el grupo tratado con BDM (12.3 £ 1.0 mm) respecto al grupo control (10.3
+ 1.6 mm), como se observa en la figura 10. No se produjeron cambios significativos

en la fraccidon de acortamiento en el grupo control durante la reperfusion tardia.

3.3.Arritmias.

Durante el periodo de isquemia previo a la infusién intracoronaria

de las soluciones no se registraron arritmias de densidad significativa.

La infusidn intracoronaria de las soluciones durante la fase de
oclusion produjo extrasistolia ventricular de densidad significativa, con una distribucion

aparentemente similar en ambos grupos de tratamiento (control y BDM).

En todos los animales se registraron arritmias de reperfusion, con
mayor frecuencia en forma de extrasistolia ventricular de densidad significativa, que se
acompafiaron de un ligero descenso en la presion arterial. La distribucién de este tipo
de arritmias fue similar en ambos grupos. En la fase de infusién intracoronaria durante
la oclusion y la reperfusion se produjo fibrilacion ventricular en 7 animales, de los
cuales 5 pertenecian al grupo tratado con solucién BDM y 2 al grupo tratado con

solucion control.
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V. DISCUSION
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V. DISCUSION

Este estudio fue disefiado con la finalidad de valorar la posibilidad
de inhibir de forma controlada la contraccién miocardica regional mediante la infusion
intracoronaria selectiva de diacetilmonoxima, un potente y especifico inhibidor de la

contraccion.

El hallazgo fundamental del estudio es la demostracion de que la
infusién intracoronaria selectiva de 2,3 butanodiona monoxima (BDM) es capaz de
producir inhibicion reversible de la contractilidad en el segmento de miocardio
correspondiente. El grado de inhibicidn de la contractilidad depende de la concentracion
de BDM en el miocardio, que a su vez estd determinada por la velocidad de la infusién.
La inhibicidon contractil se produce a los pocos segundos del comienzo de la infusion
y las modificaciones de la velocidad de infusion se acompafian répidamente de cambios
en el grado de inhibicidn contrictil. La interrupcion de la infusién permite la ripida

restauracion de la actividad contractil.

La infusién intracoronaria de BDM permitid, pues, obtener un
sistema de "cardioplejia regional " selectiva y ripidamente reversible. En nuestro modelo
experimental el efecto inhibidor de la contractilidad que produce la BDM es indepen-
diente del descenso de la concentracién de calcio i0nico causado por la capacidad

quelante de la droga y no se ve influenciado por la variacion, dentro de ciertos limites,
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de la concentracién de calcio extracelular. A una velocidad de infusién adecuada es
posible conseguir una inhibicion completa de la funcién contractil similar a la obtenida

durante la oclusién coronaria aguda.

Los resultados de este trabajo demuestran también, los cambios
que se producen en la funcidn contrictil regional durante la oclusién coronaria y la
reperfusidon en un modelo porcino sin circulacién colateral. En este aspecto, los
resultados mostraron un comportamiento similar al descrito en el modelo canino durante
la oclusion coronaria y una rapida y drastica disminucion de la longitud telediastélica
durante los primeros minutos de reperfusion. La infusion de BDM produce un aumento
del abombamiento sistolico durante la reperfusion, junto a una menor reduccién de la
longitud telediastdlica al final del periodo de infusién. En presencia de isquemia, la
infusion de BDM se acompaifia de una mayor vulnerabilidad eléctrica y de un aumento

de la incidencia de fibrilacién ventricular.

1.- ESTUDIOS PREVIOS SOBRE PROTECCION MIOCARDICA

Existen estudios que han valorado la posibilidad de inhibir la
contractilidad miocérdica fundamentalmente con dos objetivos, por un lado para

disminuir el consume de oxigeno, y por otro lade para disminuir e} dafio postreper-

fusion,

Algunos estudios previos han permitido cuantificar la contribucion

de la actividad contractil al consumo energético del miocardio en diversas situaciones
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(129). La contraccién consume aproximadamente el 60-70% de la energia almacenada
en forma de fosfatos de alta energia. Este ATP es empleado no sélo para su hidroélisis
en las cabezas de miosina, sino también para la captacion de calcio por parte del
reticulo sarcoplasmico y en las bombas intercambiadoras de iones. El ATP que es
hidrolizado en la ATPasa miofibrilar para permitir la interaccion actina-miosina (en el
proceso de acoplamiento, desplazamiento y desactivacién) puede suponer hasta el 95%
del ATP hidrolizado en situaciones hemodindmicas determinadas, por ejemplo durante

el esfuerzo.

El conocimiento de estos hechos ha promovido el interés por el
desarrollo de técnicas de inhibicién de la contractilidad que permitan aumentar la
tolerancia del miocardio a la isquemia. La imposibilidad de realizar esta inhibicion de
forma segmentaria ha hecho que hasta el momento, estas estrategias s6lo se han podido

aplicar durante circulacion extracorpdrea.

Experimentos recientes han demostrado que el dafo del sarcolema
es uno de los mecanismos més importantes de necrosis miocirdica postreperfusion. Se
ha demostrado que durante la isquemia se produce dafio del citoesqueleto (13, 21, 22)
y, posteriormente, la reperfusion impone una sobrecarga mecénica al sarcolema
previamente debilitado por la isquemia que puede causar su disrupcién y la entrada
masiva de calcio (12, 56). Los factores responsables de este dafio mecénico del
sarcolema durante la reperfusion serfan: el edema osmético (5, 7, 21, 31), la hipercon-

tractura (75, 95, 97) y la interaccion intercelular (12, 20, 29).
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En este sentido, se ha planteado la posibilidad de inhibir la
contractilidad con el objetivo de disminuir ¢l dafio mecédnico por hipercontractura que

se produce en la reperfusion (19, 20, 73-75, 91, 130).

Describiremos a continuacion algunos de los métodos empleados
en las técnicas de cardioplejia y cardioprotecciéon. Comentaremos también, la aplicacion

de estas técnicas en la preservacion del corazon del donante antes del trasplante.

1.1.-Fibrilacién ventricular.

Inicialmente se empled la fibrilacién ventricular como método de
inhibicidn global de la contractilidad (131). Esta aplicacion se basaba en la hipotesis de
que la parada cardiaca que se produce durante fibrilacion ventricular anularia el trabajo
de bomba cardiaco, lo cual se acompanaria de un consumo de oxigeno minimo.
Estudios posteriores han desestimado esta hipétesis tras comprobar que durante la
fibrilacién ventricular existen contracciones miocardicas irregulares asociadas a un
incremento de la tension de la pared ventricular que condiciona un aumento del
consumo de oxigeno, predispone a la aparicion de dafio 1squémico y limita la viabilidad

del miocardio tras la reperfusion (28, 131-133).

Hearse y cols, en su modelo de corazén aislado de rata (131),
observaron que la parada cardiaca en fibrilacién ventricular (30 minutos) producia
deplecciéon de ATP y creatin-fosfato (CP) y se acompafaba de pobre recuperacion
funcional. En su opinidn, esta disminucion de los dep6sitos de energia se deberia a un

incremento en su utilizaciéon debido a la actividad electromecdnica mantenida y a una
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reduccién en la produccidon secundaria a la isquemia subendocédrdica que induce la
fibrilacién. Asi, se ha calculado que el consumo de oxigeno del corazon fibrilando a
22°Ces aproximadamenté de 2 m1/100 gr/min, sensiblemente mas alto que el consumo
de oxigeno del corazén parado a esa temperatura, de 0.3 ml/100 gr/min (132). Ademas,
la técnica tendria el inconveniente de no poder ser empleada de forma regional. Conse-
cuentemente, el empleo de la fibrilacion ventricular como método para cardioplejia

durante circulaciéon extracorpOrea resultdé muy limitado durante varios afios.

Sin embargo, estudios clinicos mas recientes han obtenido
resultados positivos respecto a la proteccidon miocédrdica durante la cirugia cardiaca
mediante el empleo combinado de hipotermia y parada cardiaca en fibrilacion
ventricular (134, 135), planteéndose la posibie utilidad de esta técnica de proteccion
miocardica durante la cirugia en un grupo de pacientes de riesgo por presentar isquemia
aguda preoperatoria (angina inestable, infarto agudo de miocardio o complicacién de
ACTP). Greene y cols (136), en un modelo porcino con oclusién transttoria de la
arteria descendente anterior previa a la cirugia, compararon el efecto protector de la
parada cardiaca con hipotermia y solucién cardiopléjica hiperpotasémica respecto a otro
grupo en que la parada cardiaca se logrdé con fibrilacién ventricular en situacién de
hipotermia (sin clampaje aortico). Los resultados confirmaron que la parada cardiaca
mediante fibrilacion ventricular e hipotermia resultaba un método seguro y eficaz de
proteccién miocardica en este modelo porcino sin circulacion colateral. No obstante,
no obtuvieron mejoria en los resultados con esta técnica respecto a los obtenidos
mediante cardioplejia habitual con solucion hiperpotasémica. Estos autores plantean la

posible utilidad de este método de parada cardiaca provocada mediante fibrilacion
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ventricular en aquellos pacientes con calcificacion severa aortica en los cuales el riesgo

de embolismo por clampaje adrtico seria muy alto.

1.2.-Hipotermia.

El descenso de la temperatura produce cambios profundos en el
funcionamiento celular, los cuales provocan disminucion en el consumo de oxigeno. La
cardioplejia a bajas temperaturas, seguida de clampaje adrtico da lugar a una situacién
de isquemia global en la cual la utilizacion de fostatos de alta energia estd reducida por
ia hipotermia para permitir la recuperacion en la fase de reperfusion (133). Numerosos
estudios han confirmado que la hipotermia tiene un marcado efecto protector sobre el
daiio celular producido por la isquemia y la reperfusion (72, 131, 137-140). Este efecto
protector esid relacionado con el grado de hipoiermia, aungue esta relacion no es lineal
(137). La hipotermia, en distintos grados, ha sido ampliamente empleada durante

circulacidn extracorporea y en la preservacion del corazén para trasplante.

El empleo de la cardioplejia fria durante la cirugia cardiovascular
tiene como mision reducir las necesidades de oxigeno durante el periodo de isquemia
que produce el clampaje adrtico a niveles tan bajos que los depdsitos de energia del
miocardio sean suficientes para mantener la estructura celular y las bombas idnicas de
membrana responsables de los gradientes de Na®™, K*, Ca** y Mg** y asi preservar
la viabilidad y funcién de las células. Durante el clampaje adrtico la energia disponible
en el miocardio deriva fundamentalmente del metabolismo anaerobio y, por ello, las

demandas han de reducirse para adaptarse a la poca energia disponible (51).
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Mecanismos de accién de la hipotermia

A pesar de su empleo habitual, los mecanismos celulares
responsables del efecto protector de la hipotermia permanecen ain incompletamente
definidos, persistiendo cierta controversia respecto a la interpretacién de estos mecanis-
mos (138, 139). Se ha propuesto que la hipotermia ejerce su efecto beneficioso debido,
por un lado, a su capacidad para reducir el metabolismo celular y asi preservar los
depositos de ATP (139, 141) y, por otro lado, a que mantiene la homeostasis de los
iones durante la isquemia (138). Los efectos de ia hipotermia son complejos, pues son
el resultado de acciones, a veces opuestas, sobre distintas estructuras celulares, y el

efecto global es diferente para distintas magnitudes de disminucion de la temperatura.

El mantenimiento de la contraccién emplea aproximadamente el
75% del total de la produccion de ATP de la célula miocérdica. Asi pues, el cese de
la contraccidon que produce la isquemia provoca un ahorro muy importante de energia,
independientemente de la hipotermia (139). Los miocitos pueden sobrevivir a una
reduccion en los depositos de ATP del 30-40% del nivel basal, pero si se agota la
reserva de fosfatos de alta energia es imposible la recuperacién en la fase de reperfusion
(141). El efecto de "ahorro de ATP" que produce la hipotermia puede estar en relacion
con la disminucion de la velocidad de aquellas reacciones enzimaticas que requieren

ATP que ain persistan en los miocitos isquémicos.

Navas vy cols (138), en un estudio realizado en células ventricula-
res aisladas de embrion de pollo, describieron que las células en hipotermia presentaban

un mayor contenido de ATP al final de la hipoxia que las células sometidas a hipoxia
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a 37° C, lo que confirmaria el efecto ahorrador de ATP de la hipotermia. Observaron,
ademas, que las células sometidas a hipotermia durante ]a reoxigenacién aumentaban
mas su contenido en calcio que las sometidas a hipoxia en situacion de normotermia.
Asimismo, objetivaron un aumento significativo del contenido en sodio de las células
que han sufrido hipoxia en condiciones de hipotermia respecto a las células tras una
situacion de hipoxia y normotermia. Los autores interpretaron que el mecanismo
productor mas probable de la sobrecarga de calcio tras incubacion en hipotermia seria
el aumento del contenido celular de sodio que provoca la entrada de calcio a la célula
a través del intercambiador sodio-calcio. Asi, el efecto protector de la hipotermia sobre
las células hipdxicas seria independiente de una accion directa sobre la homeostasis del

calcio.

Ferrari y cols (139), en un modelo experimental de corazéon de
conejo aislado, describieron que la hipotermia reducia significativamente la sobrecarga
intracelular de calcio que ocurre durante la isquemia y, sobre todo, durante la
reperfusion. Se ha demostrado que las membranas celulares experimentan una transicion
desde una fase mds liquida a otra fase menos liquida a medida que se reduce la
temperatura (72). Estos autores (139) especulan con la hipotesis de que la proteccion
miocardica que produce la hipotermia durante la isquemia podria ser consecuencia de
esta transicion de fase debida a la temperatura, que afectaria a miltiples funciones de
membrana, incluido el transporte de calcio. Esta transicion de fase que se produce
durante la hipotermia podfia beneficiar al miocardio por mantener la homeostasis del
calcio y reducir directamente el acimulo de calcio intracelular e intramitocondrial. En
el experimento de Ferrari y cols, en contraposicion al estudio de Navas y cols (138),

la disminucion de la temperatura desde 37° C a 22° C durante la isquemia no previno
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de forma significativa la depleccién de ATP tras el perfodo isquémico, pero redujo el

acumulo celular y mitocondrial de calcio, manteniendo la funciéon de las mitocondrias.

La hipotermia puede limitar la disfuncién miocérdica y la necrosis
debidas a la paradoja del calcio y a la paradoja del oxigeno (72, 138). Este efecto
beneficioso aparece cuando la hipotermia es aplicada durante la fase de depleccién de
calcio u oxigeno, pero no si se aplica exclusivamente durante la fase de replecion (72).
La proteccion frente a la paradoja del calcio y del oxigeno ocurre por debajo de una
temperatura umbral de 33-36° C, lo cual sugiere para algunos autores (72, 137) que esta
proteccion sea consecuencia de los cambios en la fluidez de la membrana dependientes
de la temperatura que afectarian a los sistemas transportadores de calcio. Van der Heide
y cols describieron que el descenso de la temperatura (por debajo de 22° C) durante el
periodo de perfusion libre de calcio retrasaba el debilitamiento de las uniones de los

discos intercalares que se observan en la paradoja del calcio (95).

Los efectos de la hipotermia sobre la sensibilidad de las
miofibrilllas al calcio no son conocidos. Es posible que la hipotermia pueda alterar
directamente la sensibilidad de las miofibrillas al calcio, ademéas de hacerlo de forma

indirecta a través de la alteracion del pH celular (138).

En estudios realizados en corazones latiendo, se describe un efecto
inotropo positivo de la hipotermia (142, 143) que se ha atribuido al incremento de la
entrada de calcio a las células durante el potencial de accién. Al parecer, la hipotermia
aumenta la duracion del potencial de accion y el contenido intracelular de sodio lo cual

facilita la entrada de calcio a través de los canales del calcio y del intercambiador
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Na*/Ca**, y este aumento del contenido citoplasmatico de calcio serfa responsable del

efecto inotropo positivo de la hipotermia.

Efectos adversos de la hipotermia

Existen datos que sugieren que la aplicaciéon de la hipotermia
sobre el miocardio puede tener efectos nocivos (132, 143-146). Se ha descrito que la
hipotermia puede alterar la homeostasis de los iones, favoreciendo la produccién de
edema y sobrecarga de calcio de las células como consecuencia de la interferencia con
la funcién de los sistemas enziméticos celulares. También se ha observado desnaturali-
zacion de las proteinas, importantes desviaciones del pH celular, alteracidén de la utiliza-
cion de la glucosa y de la generacion de ATP y disminucién de la liberacién de oxigeno
a los tejidos. Estos efectos parecen estar relacionados con la disminucién de la fluidez
de la membrana celular que afectaria su funcién de transporte. Ademads, la hipotermia
puede tener efectos indeseables sobre la electrofisiologia cardiaca y sobre la funcién

endotelial.

Buckberg y cols (132), en estudios realizados en perros con objeto
de valorar los efectos de la hipotermia sobre el flujo coronario y el consumo de
oxigeno, describieron que la hipotermia reducia la distensibilidad diast6lica y actuaba
sobre los determinantes del flujo subendocéardico haciendo al ventriculo mas vulnerable
ante el dafio isquémico. No obstante, en el estudio de Buckberg y cols, se observé que
la hipotermia disminuia las necesidades de oxigeno del ventriculo izquierdo, sobre todo
porque disminuia la frecuencia cardiaca, a pesar de que las necesidades de oxigeno por

latido aumentaban en la hipotermia, presumiblemente por su efecto inotropo positivo.
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Rebeyca y cols (143) observaron que el enfriamtento rapido previo
a la cardioplejia producia contractura miocardica que atribuyeron al acimulo de calcio
que se ha descrito con hipotermia en el corazén latiendo. La contractura se asociaba a
un incremento del dafio miocardico y al deterioro de la funcin contréactil. Aoki y cols
(145), en estudios realizados en corazén de cordero recién nacido, observaron que la
solucién cardiopléjica muy fria (con temperatura inferior a 4° C) tenia un efecto
perjudicial sobre la recuperacion funcional tras la isquemia en corazén de neonato,

probablemente porque producia dafio del endotelio coronario.

La hipotermia parece prolongar la duracién del potencial de accion
y, probablemente, la aparicion de gradientes intramiocardicos de temperatura puede
producir dispersion de la duracién del potencial de accion, favoreciendo el desarrollo
de arritmias ventriculares malignas (147). Wakide y cols (148), en su estudio en perros
con retroperfusién de cardioplejia fria, observaron que esta técnica producia escasos
gradientes de temperatura intramiocérdica, lo cual se asociaba a ausencia de arritmias
ventriculares malignas. Se han descrito con frecuencia alteraciones de la conduccion
asociadas a los métodos de cardioplejia fria. Flack y cols (149) estudiaron el efecto de
la temperatura sobre los transtornos de la conduccion y observaron que la cardioplejia
en situacidn de normotermia se asociaba a una disminucidn significativa de la incidencia
intra y postoperatoria de estos transtornos. La incidencia de arritmias supraventriculares

fue similar en ambos tipos de cardioplejia.
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El empleo reciente de la cardioplejia sanguinea ha planteado

nuevas controversias respecto a la utilizacton de la hipotermia asociada a la cardioplejia,
pues existen datos que sugieren que la cardioplejia sanguinea en hipotermia puede ser
inadecuada para la proteccion miocardica (146, 150). El posible efecto perjudicial de
esta asociacion se atribuye a que la hipotermia desplaza hacia la izquierda la curva de
disociacion de la hemoglobina, dificultando la liberacidon de oxigeno a los tejidos vy,
ademds, aumenta la viscosidad de la sangre y favorece la agregacion plaquetaria.
Holman y cols (151), en un estudio experimental realizado en cerdos, analizaron la
disociacion del oxigeno de la hemoglobina en cardioplejia hipotérmica con sangre. Estos
autores describieron que el oxigeno es capaz de disociarse de la hemoglobina en estas
circunstancias, aunque s6lo el oxigeno que estaba disuelto en la solucion era extraido

por el miocardio.

Basados en estos problemas asociados a la hipotermia como
técnica de proteccidn miocardica, algunos autores (144, 146) han cuestionado su empleo
habitual. Lichtenstein y cols proponen que si la cardioplejia sanguinea logra parada
cardiaca aerobia, seria menos necesaria la hipotermia para disminuir el consumo de

oxigeno (144).

Utilizacién de la hipotermia en la preservacion cardiaca

durante la cirugia con circulacién extracorpérea.

A una temperatura de 10-20"° C, el consumo de oxigeno en el

corazén parado mediante métodos quimicos es menor del 5% del valor normal (28) y
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permite mantener la situacion de parada cardiaca durante periodos prolongados sin que

se produzca dailo miocardico permanente.

La induccién rapida de hipotermia miocardica se realiza
adecuadamente mediante la infusién de una solucidn cardiopléjica fria en la raiz adrtica
tras la realizacion del clampaje adrtico. En la practica generalmente se infunde una
solucién de sangre o cristaloides de aproximadamente 1.2 litros a 4° C durante un
periodo de tiempo entre 3 y 5 minutos para situar la temperatura del miocardio por

debajo de 10 6 12° C (28, 140).

No parece necesario reducir la temperatura de la solucidn
cardiopléjica muy por debajo de los 10° C, puesto que los descensos adicionales en la
temperatura de la solucién (por ejemplo entre 5 y 10° C) no producen diferencias
importantes en las necesidades de oxigeno durante el intervalo entre las inyeccciones
de la solucién cardiopléjica (152). Las necesidades de oxigeno en el corazdon parado a
20°¢ C son extremadamente bajas, de 0.3 ml/100 gr/min (en el corazén normal latiendo
son de 9 ml/100 gr/min), y se reducen s6lo a 0.15 ml/100 gr/min a 10° C (51, 132,
146, 152). El requerimiento de oxigeno del corazén fibrilando o latiendo a 20° C es de
2 6 3 ml/100 gr/min, respectivamente (51, 132). Se ha descrito dafio miocardico (51)
y dafio endotelial coronario (145) asociado al frio cuando la temperatura descendia por
debajo de los 4° C. Los efectos adversos observados durante el enfriamiento marcado,
se han atribuido a inhibicion de la ATPasa Na*/K* que desencadena alteracion de la

homeostasis idnica (140).
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Ocasionalmente, cuando existe hipertrofia ventricular importante,

obstruccion coronaria o gran desarrollo de circulacién colateral no coronaria, es preciso
emplear un volumen mayor de la solucién cardiopléjica para producir la hipotermia
miocérdica deseada. La solucion es reinfundida peridédicamente cada 30 6 40 minutos

para mantener el grado adecuado de hipotermia (28).

La infusién de solucion cardiopléjica fria puede acompainarse del
empleo de hipotermia topica, especialmente en casos en que es previsible que existan
problemas en la distribucion de la solucidén (por ejemplo en pacientes con enfermedad
coronaria severa). La hipotermia tdpica tiene efecto protector porque disminuye la
actividad metabdlica, el consumo de oxigeno y los procesos degradativos (137). Esta
habitualmente se realiza mediante la infusién continua de suero salino a 4° C, a una
velocidad de infusion de 50-100 ml/min en el interior de la cavidad pericardica

alrededor del corazon (28, 152).

Hipotermia durante la reperfusion.

Mertzdorff y cols (40) estudiaron, en corazén aislado de rata, el
efecto sobre la preservacion miocirdica de las variaciones de la temperatura en el
periodo inicial de la reperfusion. Observaron que la reperfusion inicial en condiciones
de hipotermia tuvo un efecto deletéreo sobre la integridad celular y la recuperacion
funcional del miocardio preservado. El mecanismo por el cual la hipotermia durante la
fase inicial de la reperfusion puede resultar perjudicial es desconocido. Los estudios de
Rousou y cols realizados en cerdos (153), indicaban que la hipotermia durante la

reperfusion se asociaba a niveles de ATP inferiores respecto a los de reperfusion en
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situacion de normotermia durante igual periodo de tiempo. Estos autores sugerian que
la hipotermia podia inhibir la regeneracion celular de fosfatos de alta energia o
aumentar su utilizacion. También Kempsford y cols (154), en estudios en corazéon de
rata aislado, describieron que la hipotermia durante la reperfusién no mejoraba la

recuperacién funcional tras un periodo de isquemia normotérmica.

La hipotermia desplaza la curva de disociacion de la hemoglobina
hacia la izquierda reduciendo la liberacién tisular de oxigeno, lo cual puede ser perjudi-
cial. Ademds, la hipotermia durante la fase de reperfusién puede reducir la velocidad
de otros procesos metabolicos y reparativos necesarios para la recuperacion de la
funcion celular tras la isquemia, como el transporte de iones, la reduccién del edema

celular o la reparacion de las organelas danadas (40).

Sin embargo, Okada y cols (41) describieron, en células aisladas
de ventriculo de rata, que el enfriamiento rapido (10-30 segundos) durante la fase inicial
de la reperfusion aceleraba la recuperacion de la contractura andxica, mejorando la
funcién contractil. Los autores atribuyen este efecto beneficioso a la salida rapida de
calcio a través del intercambiador Na*/Ca™ ", lo cual liberaria a las mitocondrias de la

sobrecarga de calcio y les permitiria recuperar la capacidad de sintetizar ATP.
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1.3.-Agentes farmacoldgicos con accion inotropa negativa.

1.3.1.-Potasio.

La detencién rapida de la funcidn cardiaca tiene como objetivo
disminuir la deplecion de energia que produce el trabajo electromecanico durante la
1squemia. La cardioplejia se introdujo como técnica de protecciéon miocérdica en cirugia

cardiaca a partir de la década de los setenta (49, 146, 155, 156).

La parada cardiaca provocada mediante el empleo de solucién de
potasio es la técnica cardiopléjica mids ampliamente empleada (28, 51, 156). La concen-
tracion alta de potasio en el espacio extracelular reduce el gradiente transmembrana de
potasio, bloquea la entrada inicial de sodio y despolariza la célula, eliminando asf el
coste energético que supone el mantenimiento de las bombas de membrana (28, 51).
Hearse y cols (131), en su modelo en corazén aislado de rata, observaron que la parada
cardiaca (30 minutos) producida por la perfusion de solucién de potasio en hipotermia
no disminuia los depésitos de ATP y CP. Tani y cols (128), en corazones aislados de
rata, estudiaron el efecto de la infusidn de solucidn hiperpotasémica durante la
reperfusion, y describieron atenuacion del dafio por reperfusion que, en su opinion, se
debia a la disminucién de la entrada de calcio a las células a través de una accidn sobre

el intercambiador Na*/Cat™,

Una infusion fria inicial que contenga una alta concentracion de
potasio produce asistolia rapidamente. La detencion global del corazon ocurre

generalmente en 30 segundos, pero puede retrasarse 1 6 2 minutos en pacientes con
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enfermedad coronaria por mala distribucion de la solucidén cardiopléjica por detras de
la arteria estenosada u ocluida (152). La eficacia cardioprotectora de la solucién
cardiopléjica ha sido, en general, adecuada en la mayoria de las series en que se ha
empleado una dosis de potasio de 15-20 mM/] (28). A veces son precisas concentra-
ciones mas altas de potasio (25-30 mEq/l) para producir asistolia, pero no para
mantenerla. La elevacidn de la concentracion de potasio por encima de 30 mEq/1 no es
necesaria para la induccion de la cardioplejia y puede producir efectos nocivos por
hiperkaliemia sistémica (152). Ademas, las concentraciones altas de potasio pueden
asociarse a contractura y otras formas de dafio miocdrdico (28). En general, durante las
infusiones posteriores la concentracion de potasio se puede reducir a 8-10 mEq/I puesto
que la hipotermia, en perfusion, o topica o ambas, potencia la efectividad de la dosis

cardiopléjica de potasio (152).

Solucién cardiopléjica de cristaloides o solucién con sangre.

Las soluciones mas ampliamente empleadas como vehiculo para
la cardioplejia farmacolégica pueden agruparse en dos tipos, segin utilicen sangre ©
cristaloides (146, 150, 157-159). La eficacia de ambas modalidades ha sido documenta-
da clinica y experimentalmente. La cardiopiejia en los procedimientos de cirugia
cardfaca se ha realizado durante varios afios con solucidn de cristaloides; sin embargo,
actualmente la mayoria de los autores plantea la superioridad de la cardioplejia

sanguinea (157-159).

Catinella y cols (157) disefiaron un estudio experimental en perros

para comparar la efectividad de los dos tipos de vehiculos para cardioplejia con potasio.
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Sus resultados sugerian que la cardioplejia con sangre ofrecia varias ventajas para la
proteccion miocédrdica durante perfodos prolongados de clampaje adrtico. Segin estos
autores, las soluciones cardiopléjicas sin sangre, aunque parecen aportar una adecuada
proteccion miocardica, permiten la persistencia de una depleccion significativa de los
depésitos de fosfatos de alta energia del miocardio, debido a un ininterrumpido
metabolismo anaerobio. Por el contrario, la cardioplejia sanguinea mostraba preserva-
cién practicamente completa de los depositos miocardicos de ATP. Segun estos autores,
ello seria debido a que la sangre proporciona al miocito niveles de sustratos y oxigeno
adecuados y, asi, un desplazamiento hacia el metabolismo aerobio, durante el periodo
de inyeccidn de cardioplejia sanguinea, que permitiria mantener la sintesis de ATP

miocardico.

La cardioplejia con sangre presenta varias ventajas (146, 158,
159): tiene capacidad de transportar y liberar oxigeno, produce menor hemodilucién que
la solucidn con cristaloides, aporta una presién oncética adecuada disminuyendo la
produccion de edema, proporciona la capacidad de buffer de las proteinas sanguineas,
posee efectos reoldgicos beneficiosos sobre la microvasculatura por su contenido en
hematies, los cuales contienen ademas agentes anti-radicales libres. Se describe también
con la cardioplejia sanguinea una accidn protectora frente al dafio por reperfusion.
Algunos autores (159) proponen que esta técnica estarfa especialmente indicada en
pacientes con reserva energética disminuida; asi pacientes con shock cardiogénico,
hipertrofia ventricular izquierda o enfermedad coronaria severa con antecedentes de

infartos previos.
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Via de administracion de cardioplejia

La via de administracién anterégrada logra, en general, la distri-
bucién adecuada de la solucion cardiopléjica. Sin embargo, en algunos casos, funda-
mentalmente en pacientes con insuficiencia adrtica y lesiones muy severas u oclusiones
coronarias, la distribucién de la cardioplejia resulta inadecuada por medio de esta via
anterograda. Por ello se disefid la técnica de infusidn via retrégrada que ha demostrado
ser un método seguro y eficaz, presentando en la actualidad (sola o en combinacién con

la técnica anterégrada) amplias indicaciones (150, 152, 159-164).

La técnica de infusion retrograda se ha desarrollado con buenos
resultados tanto a través de seno coronario (161), como a través de la auricula derecha
(165). Esta via de administracion retrégrada muestra algunas ventajas (159): evita la
canulacidn coronaria directa durante reemplazo adrtico, evita la aortotomia en pacientes
con insuficiencia adrtica y distribuye adecuadamente la cardioplejia en el territorio en
riesgo por detrds de la arteria obstruida. Se han descrito también desventajas asociadas
a esta técnica retrograda: puede producir barotrauma y rotura de seno coronario si se
emplea presion elevada en el balon (se describe edema y hemorragia con presiones por
encima de los 50 mm Hg) y presenta cierta complejidad técnica que puede retrasar la
parada cardiaca. La cardioplejia retrograda desde auricula derecha requiere mayor
volumen para replecionar la auricula derecha, el ventriculo derecho y la arteria
pulmonar proximal lo cual puede producir problemas por sobrecarga de volumen e
hiperpotasemia. Se ha planteado que la técnica retrograda logra menor infusion y
proteccién en septo y ventriculo derecho respecto a la técnica anterégrada. No obstante,

Menasche y cols (161) describen adecuada proteccién del ventriculo derecho en
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cardioplejia retrograda desde seno coronario si se tiene cuidado para no obstruir con el
balén la desembocadura en el seno coronario de las venas terminales que vienen del
ventriculo derecho. También se han publicado resultados que objetivan una adecuada
recuperacidon del ventriculo derecho tras cardioplejia retrograda desde la auricula

derecha (159, 165).

Técnicas de cardioplejia durante isquemia regional

Los pacientes con sindromes coronarios agudos (angina inestable
refractaria, infarto agudo de miocardio, procedimientos fallidos y complicados de
ACTP) suponen un subgrupo de mayor riesgo perioperatorio para cirugia de
revascularizacion, que ademds ha mostrado resultados desfavorables con las técnicas
habituales de cardioplejia. Varios autores han intentado disefiar métodos especiales que
logren mejorar la proteccion frente al dafio por isquemia y reperfusion en este subgrupo

de pacientes con isquemia regional preoperatoria (148, 166-169).

Allen, Buckberg y cols (166) estudiaron en perros el efecto de una
reperfusion controlada tras isquemia regional. Los autores observaron recuperacion del
miocardio tras un periodo de oclusidon coronaria de hasta 6 horas si se lograban las
condiciones adecuadas para la reperfusion. En opinion de los autores, estas condiciones
adecuadas para la reperfusion fueron: descompresion completa del corazén para evitar
el consumo de oxigeno producido por ¢l desarrollo de [a tensidn de la pared miocardica,
ligera presion de reperfusion (50 mm Hg), cardioplejia regional para reducir al minimo
las demandas de oxigeno, normotermia para facilitar los procesos reparativos celulares

y reperfusién prolongada (20 minutos). La solucién de reperfusion constaba de los
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siguientes componentes: sangre para proporcionar oxjgeno y sustratos, potasio como
agente cardiopléjico, sustancias precursoras del ciclo de Krebs (glutamato, aspartato),
baja concentracién de calcio, diltiazem, sustancia buffer, glucosa para crear una
solucion hiperosmolaridad que atende el edema y coenzima Q-10 como estabilizador de
membrana y agente anti-radical libre. Tras un periodo de oclusién coronaria de 6 horas,
la reperfusion en estas condiciones lograba recuperacién del acortamiento sistdlico,
mayores indices de flujo postisquemia, menor edema y mejoria estructural respecto a
la obtenida con reperfusidn con sangre en corazén latiendo tras intervalos menores de
isquemnia (2-4 horas). Proponen la posible utilizacién de esta técnica tanto en el quirdfa-

no como en la sala de hemodinimica.

Misare y cols (163), en un modelo experimental en cerdos a los
que realizan oclusion coronaria de arteria descendente anterior seguida de cardioplejia
con sangre en normotermia (para intentar reproducir la situacion de cardioplejia sobre
miocardio con isquemia regional), compararon los resultados de la administracion
anterdgrada respecto de la retrdgrada. Los autores describieron deterioro de la funcidén
contréictil global y segmentaria en el grupo sometido a la técnica anterégrada, mientras
que la via retrégrada lograba adecuada proteccion de la funcion contrictil. No obstante,
observaron también estos autores, una pérdida de la distensibilidad diastdlica que
atribuyen a edema microvascular y extracelular causado por la perfusion en seno

coronario.

La necesidad de acceder al miocardio distal a la oclusién
coronaria ha dado lugar al desarrollo de técnicas de retroperfusién que puedan ser

realizadas por via percutinea. Destacan la perfusion retrograda sincronizada (PRS)
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desde seno coronario (148) y la oclusidn transitoria de seno coronario controlada por
presion (PICSO) (167). La retroperfusidn desde seno venoso eén normotermia ha sido
empleada como soporte para ACTP (169), en el infarto agudo de miocardio y en el

tratamiento de pacientes con angina inestable (168).

Wakide, Corday y cols (148), en perros con oclusién coronaria
de arteria descendente anterior, valoraron ¢l efecto sobre la distribucion de la
temperatura y sobre el tamafio del infarto de su método de retroperfusién diastolica
sincronizada desde seno coronario, empleando sangre arterial autloga fria (15° C). Los
autores obtuvieron reduccion moderada y uniforme de la temperatura tanto en la regién
isquémica como en la no isquémica (con pequefios gradientes intramiocardicos de
temperatura). Esto se asociaba a una reduccién de un 65% del tamafio del infarto
comparado con los tratados con retroperfusion normotérmica y de un 90% comparado
con los no tratados. Plantean la utilizacién de esta técnica en pacientes con oclusion
coronaria aguda generalmente tras procedimientos fallidos de ACTP, pudiendo iniciarse

su aplicacion por acceso percutdneo en la sala de hemodindmica.

La técnica de oclusion transitoria de seno coronario controlada por
presion (PICSO), redistribuye la sangre de las venas coronarias mediante cambios en
el gradiente de presion a través del sistema venoso coronario (167). Se ha ensayado la
infusién de sustancias en este sistema de retroinfusién {estreptokinasa, procainamida,
agentes anti-radicales libres). Lazar y cols (167), en cerdos con oclusioén coronaria de
una arteria diagonal y aplicacion de PICSO para la reperfusiéon (afiadiendo L-
glutamato), objetivaron disminucion del tamafio del infarto en estas condiciones.

Proponen también el empleo de esta técnica en la sala de hemodindmica (a través de
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vena yugular o femoral hasta seno coronario) pudiendo ser empleada para la
retroinfusién de farmacos (antiarritmicos, inotropos, tromboliticos) y posteriormente en

el quiréfano para iniciar la cardioplejia retrograda.

1.3.2.-Betabloqueantes.

Existen abundantes datos experimentales sobre el efecto protector
de los betablogueantes durante la isquemia y la reperfusion (8, 53, 170-172). Asi,
experimentos animales han demostrado que el propranolol puede disminuir la extension
del dafio isquémico y el tamaiio del infarto de miocardio (170, 173). Nayler y cols, en
su modelo de corazén de conejo aislado, describieron que el uso profilictico de
propranolol protegia a la mitocondria del dafio causade por la hipoxia (174). Los
autores valoraron también el efecto de este pretratamiento (durante los 4 ¢ 5 dias
previos) con propranolol sobre la isquemia y la reperfusion (172) y observaron
proteccion frente a la isquemia y frente a la depleccion de depdsitos de ATP y la
capacidad de utilizar oxigeno por parte de la mitocondria durante la reperfusion.
Observaron, asimismo, una reduccion de la sobrecarga tisular y mitocondrial de calcio,
y una mejoria de la capacidad de generar tension en sistole. Los autores atribuyeron
este efecto beneficioso del tratamiento con propranolol a que contrarrestaba el efecto
del incremento de catecolaminas que ocurre durante las fases iniciales de la deprivacién
de oxigeno (que acelera la degradacion de ATP) y a sus propiedades estabilizantes de
membrana. Se describié también, en este modelo en corazén de conejo aislado (53), que

el propranolol disminuia la liberacion de CPK.



147

Algunos autores han intentado evaluar la accion de los

betabloqueantes sobre la contraccion regional en el segmento isquémico (64, 66, 175).
Theroux y cols, en experimentos en perros sometidos a oclusién coronaria de la arteria
coronaria descendente anterior (64) o circunfleja (66), observaron que la administracién
intravenosa de propranolol redujo a la mitad la depresiéon del acortamiento sistdlico
producido por la oclusion coronaria en el segmento marginal (definen el segmento
marginal como aquel que se localiza junto a la zona de cianosis, que presenta cambios
menores en el segmento ST). Sin embargo, este efecto inotropo negativo del
propranolol afecté también a la contractilidad en el resto de los segmentos de miocar-
dio, produciendo disminucién de la funcién cardiaca global (66). Asimismo, Smith y
cols (175), en experimentos en perros sometidos a oclusion coronaria de la arteria
descendente anterior, observaron que el propranolol deprimia la funcion contractil tanto
en el miocardio isquémico como en el normal, mientras que el verapamil en el mismo
modelo disminuia la contractilidad del segmento isquémico sin afectar al miocardio
normal. Este efecto depresor de la contractilidad del miocardio normal puede contribuir
a la aparicion de episodios de insuficiencia cardiaca en pacientes con funcién contréctil
global deprimida, tratados con betabloqueantes en la fase aguda del infarto de

miocardio.

Ensayos clinicos recientes realizados con betabloqueantes en la
fase aguda del infarto de miocardio han objetivado un efecto beneficioso con mejoria
del pronoéstico en estos pacientes (176-181). Los betablogueantes han demostrado
disminucién de la mortalidad postinfarto (176, 177), que se ha atribuido a la disminu-
cion del tamafio del infarto (178) y del riesgo de reinfarto (179), asi como a un efecto

profilactico frente a las arritmias ventriculares graves en el postinfarto (180). El estudio
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TIMI II (181) valord el efecto de la adicidn de betabloqueantes al tratamiento
trombolitico, concluyendo que esta combinacién mejoraba los resultados de la trombo-
lisis en relacién a la incidencia de isquemia recurrente y reinfarto, aunque no se

demostrd reduccion de la mortalidad global.

Asi pues, el efecto inotropo negativo y cardioprotector de los
betabloqueantes confiere a estos agentes propiedades potencialmente (tiles para la
protecciOn durante la cardioplejia. Estudios experimentales han demostrado mejoria en
la cardioproteccién que proporciona la cardioplejia con potasio en hipotermia mediante
la adicidn de betabloqueantes (182); sin embargo, su uso en las soluciones cardiopléji-

cas habitualmente empleadas no se ha generalizado (51).

1.3.3.-Antagonistas de los canales del calcio.

Los farmacos antagonistas de los canales del calcio poseen una
accion inotropa negativa que se ha atribuido a su capacidad de disminuir el flujo lento
de entrada de calcio durante la fase "plateau” del potencial de accion (53, 183), y
también se han sugerido otros efectos como la inhibicion de la formacién de puentes
(184). En estudios realizados con verapamil, en situacion de déficit de oxigeno, se ha
observado preservacién de la funcidn mitocondrial y de los niveles de ATP y CP por
accion de este farmaco (53, 120, 183). Nayler y cols, en estudios realizados en corazén
de rata aislado (76), observaron que la nifedipina y el verapamil aportaban proteccion
frente a la paradoja del calcio, porque disminuian la entrada de calcio que ocurre en la

fase precoz.
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Esta funcidn depresora de la contractilidad unida a otros posibles

efectos beneficiosos durante la isquemia y la reperfusidon plantea a los antagonistas de
los canales del calcio como farmacos adecuados para proteccién miocardica durante la
isquemia. En estudios experimentales se ha analizado la posibilidad de emplear los
antagonistas del calcio como agentes cardiopléjicos; asi Yamamoto y cols (185), en
experimentos realizados en corazon de rata aislado, tras comprobar que el verapamil
era capaz de producir parada cardiaca en situacién de normotermia, emplearon este
farmaco (en dosis 0.5 mg/litro) como alternativa a la solucidén cardiopléjica habitual.
Los autores observaron que la cardioplejia con verapamil en situacién de normotermia
proporcionaba proteccidn al miocardio frente al dafio isquémico, pero esta proteccion
fue menor que la producida con la solucién cardiopléjica habitualmente empleada en su
laboratorio (solucion cardiopléjica del Hospital de St. Thomas). Por su parte, Standeven
y cols (186), en estudios experimentales en perros, emplearon diltiazem como agente
cardiopléjico con solucidn sanguinea en hipotermia, no encontrando mejoria respecto
a la solucién cardiopléjica con potasio. Asi pues, el empleo de los antagonistas de los
canales del calcio como agentes cardiopléjicos no ha mostrado mejoria respecto a la

cardioplejia con potasio por lo que su uso no se ha generalizado.

Sin embargo, numerosos estudios experimentales han demostrado
mejoria de la preservacién miocardica mediante la adicion de antagonistas del calcio a
la solucidn cardiopléjica habitual, con alta concentracion de potasio (61, 71, 127, 183,
185-188). Clark y cols (188) realizaron un ensayo clinico con adicién de nifedipina a
la solucion cardiopléjica y observaron un descenso en los niveles de CPK y mejoria en
la funcion contractil tras la cirugia de revascularizacién en los tratados con nifedipina

anadida a la cardioplejia. Asimismo, se ha descrito que el empleo de estos farmacos an-
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tes del clampaje adrtico producia mejoria de la proteccion miocardica que aportaba la
cardioplejia posterior (con potasio en situacion de hipotermia) en cirugia cardiaca con

circulacion extracorpérea (189, 190).

Combinacion de hipotermia y antagonistas de los canales del

calcio.

Algunos autores han sefialado que el efecto protector que afiaden
los antagonistas del calcio a la solucion cardiopléjica desaparece en situacion de hipoter-
mia (185, 187). Hearse y cols, en estudios en su modelo en corazén de rata aislado
(187), intentaron caracterizar la dependencia respecto a la temperatura de la accion del
verapamil y describen ausencia de efecto protector afadido del firmaco por debajo de
los 27-29° C. Los autores plantean la posible explicacién de que ambos métodos de
proteccion, hipotermia y antagonistas del calcio, desarrollen su accidn de forma similar,

siendo sus efectos superponibles.

Nayler y cols (140), en estudios en corazon de conejo aislado,
describieron que la adicion de nifedipina a la hipotermia incrementaba el efecto
protector si la temperatura se encontraba entre 27 y 37° C o por debajo de los 5° C. A
temperaturas entre los 12 y los 24° C, los autores no encontraban efecto sobreanadido

producido por la nifedipina.
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Empleo de los antagonistas de los canales del calcio en

situacion de isquemia regional.

Respecto a la posibilidad de emplear los antagonistas del calcio
en técnicas de cardiopiejia regional, Allen y cols (127), en un modelo "in vivo", con
perros sometidos a isquemia regional, emplearon una solucién cardiopiéjica sanguinea,
marcadamente hipocalcémica, a la cual afiadieron diltiazem (300 microgramos/Kg),
obteniendo mejoria de la recuperacion del miocardio superior a la de la cardioplejia con

solucidén normocalcémica sin diltiazem.

Smith y cols (175), en experimentos en perros con oclusion
coronaria de arteria descendente anterior, estudiaron el efecto del verapamil sobre la
contractilidad regional (mediante sistema de ultrasonidos) y observaron depresion
selectiva de la funcién contréctil en el segmento isquémico, con preservacion de la
contractilidad del resto de los segmentos. En relacién a este aspecto, se planteaba la
posible aplicacion de firmacos antagonistas del calcio durante técnicas de revasculariza-

cién mediante angioplastia (183, 191), con resultados no concluyentes.

Efectos protectores de los antagonistas de los canales del calcio

durante la isquemia y la reperfusion,

Los estudios experimentales que analizan la accion de los
antagonistas del calcio sobre la recuperacion del miocardio tras la isquemia y la
reperfusion encuentran efectos beneficiosos con el empleo de estos firmacos (116-120).

Higginson y cols (117) en estudios experimentales realizados en perros con infusion
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intracoronaria de diltiazem durante la isquemia, describieron mejoria en la recuperacién
del miocardio {con disminucién del tamafio del infarto y mejoria de la funcidn sistdlica)
en los animales tratados con diltiazem, respecto a los que tuvieron reperfusién sin esta
infusion. Ferrari y cols (116) estudiaron, en un modelo de corazén de conejo aislado,
el efecto de la administracion de nifedipina y encontraron que ejercia un efecto
protector si era administrada durante la isquemia, pero no si se administraba durante
la fase de reperfusién. También se ha demostrado que el pretratamiento con diltiazem
lograba disminucion del tamafio del infarto tras 1 hora de oclusion coronaria en cerdos,
pero este efecto beneficioso desaparecia si la duracidn de la oclusion era de 2 horas
(192), lo que sugiere segin estos autores, que el diltiazem retrasaba pero no prevenia
ta produccion del infarto completo. Por otra parte, la eficacia de estos agentes depende
del modelo experimental, de la duracion de la isquemia y de la reperfusion y de la via

de administracion (118).

Lange y cols (120), en experimentos realizados en perros
sometidos a isquemia y reperfusion, describieron que el tratamiento con verapamil
inmediatamente antes y durante 15 minutos de isquemia produjo preservacion de los
depésitos de ATP y disminuyd el actimulo de productos de degradacidén (inosina e
hipoxantina}. Los autores especulan con la posibilidad de que esto sea debido a la
preservacion de las mitocondrias, a la disminucion del acimulo de calcio y a la

disminucién de los requerimientos de oxigeno.

Sin embargo, los ensayos clinicos que han valorado la utilizacion
de los antagonistas del calcio durante el IAM no han demostrado hasta el momento

resultados favorables (118, 121-123), pues no han objetivado disminucion del tamafio
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del infarto ni de la mortalidad. Ademads, estudios recientes han demostrado un
empeoramiento de la insuficiencia cardiaca en pacientes con disfuncion ventricular
izquierda tratados con antagonistas del calcio (118, 123, 193). Por todo ello, no se
considera, en general, indicado el uso sistematico de estos fArmacos en pacientes con

infarto de miocardio.

Soluciones con concentraciones variables de calcio.

Basados en el hallazgo del aumento de calcio citoplasmatico que
se observa durante la reperfusion y al que se ha atribuido la produccion de dafio por
reperfusion, algunos autores han investigado la posibilidad de proporcionar proteccion
al miocardio mediante la disminucion de la concentracion de calcio del fluido
extracelular (42, 116, 124-128). Esta reduccion transitoria de la concentracion de calcio
pretende evitar el dafio producido por la sobrecarga de calcio que se observa durante
la reperfusion, pero los niveles de calcio han de ser suficientemente altos para evitar
la aparicion de la llamada paradoja del calcio. Aunque los resultados publicados
respecto a la accién de dosis bajas de calcio no son uniformes, probablemente debido
a diferencias entre la distintas especies y en las condiciones de investigacion, la mayoria
de los autores han observado una mejoria en la proteccién del miocardio empleando

dosis bajas de calcio en la solucién cardiopléjica durante la reperfusion (124-126, 128).

Schreur y cols (42) en corazones aislados de rata sometidos a
episodios de isquemia transitoria en situacion de normotermia, valoraron el efecto
producido por la aplicacion de dosis variables de calcio (0.1-1.3 mM) durante

reperfusiéon temprana. De acuerdo con sus resultados, el grupo que obtuvo mejor
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recuperacién metabolica fue ¢l tratado con una dosis de calcio de 0.3 mM. El grupo
tratado con dosis 0.1 mM tuvo una mayor depleccion de los depésitos de ATP, que los

autores atribuyeron al desarrollo de la paradoja del calcio.

1.3.4.-Etanol.

Existe evidencia, obtenida tanto en estudios experimentales como
en ensayos clinicos en humanos, de que el etanol deprime la contractilidad del miocar-
dio (194-198). Sin embargo, el mecanismo por el cual el alcohol produce este efecto

inotropo negativo no ha sido ain completamente aclarado.

Danzinger y cols (196, 197) en experimentos en miocitos ventricu-
lares de rata aislados, analizaron el efecto depresor de la funcidn contréctil producido
por dosis variables de etanol. Los autores describen una accion miltiple del etanol; asi,
con concentraciones de 0.10-0.15% (similar a los niveles en sangre en humanos durante
intoxicacion etilica aguda) el etanol producia depresién de la contractilidad debida a una
disminucion de la sensibilidad de las miofibrillas al calcio. Tras el empleo de
concentraciones mayores de etanol (5%), la depresidn de la contractilidad que
observaron fue mayor, por accion también sobre la dinamica del calcio, con depleccion
de calcio del reticulo endoplasmico y disminucién en las elevaciones transitorias de

calcio.

Wikman-Coffelt y cols (198) emplearon etanol y piruvato en una
solucion cardiopléjica para almacenamiento de corazon de rata durante 24 horas. Los

autores observaron parada cardiaca inmediata con etanol 4%, asi como mejoria de la
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preservacion de la funcién cardiaca tras almacenamiento prolongado en esta solucidn,
comparado con la solucion cardiopléjica habitual (que empleaba potasio 20 mM como

agente cardiopléjico).
1.3.5. Otros agentes con accion inotropa negativa.

Otros agentes con accion depresora de la contractilidad miocardica
han sido empleados como farmacos cardiopléjicos con efecto protector sobre el
miocardio durante la situacién de isquemia global; como la procaina y el magnesio. La
adenosina tiene un multiple efecto protector sobre la isquemia miocardica, presenta

ademds accion inotropa negativa y es capaz de producir cardioplejia.

Los anestésicos locales producen parada cardiaca por bloqueo de
los canales de sodio del sarcolema, habiéndose empleado en varias soluciones la
procaina como agente cardiopléjico. Ademads, se atribuye a estos agentes un efecto
protector frente al dafio isquémico por inhibicidn del flujo transmembrana de calcio y
un efecto estabilizador de membrana responsable de la disminucion de la incidencia de
arritmias en la fase de reperfusién. No obstante, en la actualidad su uso es controverti-

do (28, 51, 137).

E} magnesio (a una concentracion aproxima de 15 mEq/litro) pro-
voca parada cardiaca por bloqueo completo de los canales del calcio que, al parecer,
se asocla a una menor Sobrecarga de calcio y a una mas lenta depleccion de los

depositos de ATP que la parada cardiaca provocada por potasio. Estas acciones han
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motivado su uso como agente cardiopléjico y cardioprotector solo o en combinacién

(28, 51, 116, 137).

La marcada capacidad protectora de la adenosina, tanto endégena
como exdégena, frente al dafio miocdrdico por isquemia y reperfusion se produce por su
accién a varios niveles. La adenosina incrementa el aporte de oxigeno porque produce
vasodilatacion coronaria y también logra disminucion de la demanda de oxigeno por
accion inotropa, cronotropa y dromotropa negativas. Durante la isquemia, activa la via
glicolitica y proporciona sustrato para el ciclo de las purinas, limita el dafo vascular
porque inhibe la liberaciéon de radicales libres de los neutrdfilos y previene Ia
agregacion plaquetaria y la formacién de microtrombos. El efecto sostenido de la
adenosina a largo plazo estimula la angiogénesis coronaria. Estas acciones protectoras
se han confirmado en multiples trabajos que demuestran que el tratamiento con
adenosina es capaz de disminuir el tamafio del infarto, atenda el dafio por isquemia

regional y global y tiene un efecto beneficioso sobre el miocardio contundido (115).

Ademas de todos estos efectos, la adenosina presenta efecto
inotropo negativo sobre la auricula. Aunque no muestra accion directa sobre el misculo
ventricular, es capaz de atenuar el incremento de 1a contractilidad mediado por estimulo
beta-adrenérgico. La adenosina puede producir parada cardiaca (porque activa la
corriente de salida de potasio e hiperpolariza la membrana) y se ha empleado sola o
combinada con potasio en soluciones cardiopléjicas. También se plantea su posible
aplicacion en la preservacion del corazdn para trasplante, basada en los resultados de

estudios experimentales que han demostrado que la adenosina prolonga el intervalo libre



157
de contractura y preserva Ja funcién ventricular izquierda tras almacenamiento prolonga-

do del injerto.

1.4. Preservacion miocardica para trasplante cardiaco.

Las técnicas de preservacion miocardica adquieren una gran
importancia en relacién al trasplante cardiaco, puesto que la mortalidad tras el trasplante
esta relacionada con el tiempo de isquemia del corazén del donante antes de la cirugia
(52, 199). Actualmente, los estudios de proteccion miocardica intentan perfeccionar las
técnicas de preservacion del corazon en estas circunstancias, para lograr, por un lado,
mejorar la recuperacién funcional y la supervivencia tras el trasplante y, por otro,

ampliar el tiempo de isquemia "tolerable”, con las condiciones méaximas de seguridad.

En principio, las técnicas de preservacion del corazén del donante se
basaban en el almacenamiento del corazén en solucion hipotérmica. Posteriormente se
desarrollaron métodos de perfusiéon continua {(que proporcionaria enfriamiento
miocérdico més uniforme y permitiria el "lavado” de metabolitos) con objeto de mejorar
las condiciones de la preservacién (50, 200). Se han empleado diferentes soluciones
para la preservacion del corazén del donante antes del trasplante (52, 201, 202). Al
parecer, la llamada solucidén de la Universidad de Wisconsin ha mostrado éptimos
resultados, tanto en estudios experimentales (201, 202) como en ensayos clinicos (52),
en cuanto a adecuada recuperacién funcional y a prolongacion del tiempo de isquemia.
Esta solucidén que se ha empleado con éxito en la preservacion pretrasplante de higado,
pancreas y riiidn, contiene entre otros componentes: concentracion elevada de potasio

(120-140 mmol/l), precursores de ATP, agentes con accion antiedema y agentes anti-
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radicales libres (201, 202). La capacidad cardioprotectora superior de la solucion de la
Universidad de Wisconsin se ha atribuido a que lograria parada cardiaca rapidamente,
mejoraria la preservacion de los nucledtidos, limitarfa el edema y suprimiria el dafio

producido por los radicales libres.

Hardesty y cols (203) describieron que et empleo de cardioplejia
durante la escisién del corazén del donante y durante la implantacion se asociaba a una

disminucién de las necesidades de drogas inotropas tras el trasplante,

Los métodos actuales de preservacion del corazon para trasplante
han demostrado proteccién adecuada durante tiempos de isquemia de hasta 4 horas (50,
199), aunque se han descrito casos con mayores periodos de isquemia pretrasplante en
sistemas de almacenamiento con perfusion continua (200). Existen estudios experimenta-
les que han analizado la preservacidon miocardica durante periodos mas prolongados

(hasta de 24 horas) con resultados esperanzadores (204).
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2. Estudios con BDM.

2.1. Antecedentes. Modelos experimentales.

La 2,3 butanodiona monoxima (BDM) o diacetil monoxima

(DAM) es un agente nucleofilico perteneciente al grupo de las oximas (RCH=NOH).

Su férmula quimica es la siguiente:

CH3 - C - C - CH3

<
z
-
T

Se trata de una molécula pequefia {peso molecular 101.1), carente
de carga eléctrica, de naturaleza lipofilica lo cual permite su facil difusion dentro y
fuera del espacio intracelular. Estas propiedades condicionan la efectividad y

reversibilidad de la droga (205).

Esta sustancia se utilizé inicialmente como antidoto en el trata-
miento de la intoxicacion por pesticidas organofosforados, los cuales actian sobre la
acetilcolinesterasa produciendo su inactivacion mediante fosforilizacion. La BDM
reactiva la acetilcolinesterasa debido a que fija y desplaza el grupo fosfato de la enzima
inactiva. La BDM se definia asi como una "fosfatasa quimica" (206, 207). Por otro

lado, la BDM ha sido empleada en la determinacién de urea en fluidos biol6gicos (208).
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Posteriores observaciones permitieron comprobar que la BDM era
capaz de inhibir la contraccidn tanto en misculo cardiaco (209-212) como en masculo

esquelético (213-215) y musculo liso (216, 217).
El analisis del mecanismo por el cual la BDM ejerce esta accion
depresora de la contractilidad ha sido y es objeto de estudios experimentales, en

diferentes modelos:

-Preparaciones de miocitos aislados: de rata (91, 218-222), de

pollo (19) y de cerdo (223, 224).

-Preparaciones de muisculos papilares: de hurdn (225), de cerdo

(209, 226, 227) y de conejo (228).

-Preparaciones de musculo ventricular derecho de mono sanc y

distréfico (229).

-Corazones aislados: de rata (75, 88, 130, 230), de conejo (205,
231), de cerdo (232, 233) y de perro (234).

-Preparaciones de tejido ventricular izquierdo humano (235-237).

-Modelo "in vivo" para administracién intracoronaria de BDM en

perros (77, 238).
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-Preparaciones de miusculo estriado (214, 215, 239-241) y

midsculo liso (216, 217, 242).

Existe una gran variabilidad interespecie e, incluso, intragspecie
respecto a los efectos observados en el tejido muscular por accion de la BDM (237,
243). Probablemente, también presenta acciones diferentes en miocardio sano y
enfermo, como apuntaban West y cols a partir de estudios realizados en miocardio de
raton sano y distrofico (229). Por otra parte, las concentraciones de BDM empleadas
han variado mucho en los diferentes estudios experimentales, desde 0.25-0.5 mM (215,
226), hasta 100 mM (238), aunque, en la mayoria la dosis utilizada se encontraba
entre 10 y 30 mM (19, 75, 225, 235). Algunos grupos han sefialado que el mecanismo
de accion de la BDM puede ser diferente a diferentes concentraciones de la misma
(214-216, 226). La adicion de BDM produce disminucidn significativa de la concentra-
cidn de calcio libre debido probablemente a efecto quelante (75). La BDM es
rapidamente eliminada de las células y tejidos tras cesar su administracion (88, 91, 212,

241).

La accion de la BDM parece potenciarse a bajas temperaturas

(205, 214, 223, 232).

2.2. Efecto de la BDM sobre el tejido muscular. Propiedades farmacolégicas.

Numerosos estudios experimentales han analizado el efecto

depresor de la contractilidad muscular que muestra la BDM. Las diferentes acciones que

se han atribuido a la BDM son, por un lado, efectos sobre la contractilidad tanto en
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miocardio como en musculo liso y estriado y, por otro lado, accién sobre las
propiedades electrofisioldgicas. Destaca, asimismo, la importancia de la relacion entre
la dosis de BDM vy la accién que ésta desarrolla, pues sus efectos pueden ser diferentes

a distintas concentraciones.

2.2.1. Accion de la BDM sobre la contractilidad miocardica.

La accién que la BDM ejerce sobre la contractilidad ha sido

analizada tanto en miocardio como en misculo liso y estriado.

A. En miocardio.

La accién inotropa negativa que presenta la BDM ha sido
atribuida a: efecto sobre los canales del calcio, alteracion de la sensibilidad de las
proteinas contréctiles al calcio y del ciclo de formacion de puentes, actuacién sobre las

elevaciones transitorias de calcio intracelular y actuacién sobre el potencial de accidn.

Efecto sobre los canales del calcio.

En principio, se atribuy¢ el efecto depresor de la contractilidad
que mostraba la BDM a la defosforilizacion de los canales del calcio, lo que disminuiria
la corriente lenta de entrada de calcio a través del sarcolema (211, 212, 243). Estudios

posteriores no confirmaron esta hipétesis (209, 225). Sin embargo, més recientemente,
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Gwathmey y cols han descrito que la BDM disminufa la corriente de entrada de calcio
a través del sarcolema y lo atribuyen a un efecto de defosforilizacién de la BDM sobre

los canales del calcio dependientes de voltaje (223).

Alteracién de Ia sensibilidad de las proteinas contracti-

Ies al calcio y del ciclo de formacion de puentes.

Li y cols (209), en experimentos en misculo papilar de cerdo,
describieron disminucién de la fuerza contréctil con BDM que no se acompafiaba de
inhibicién de los pardmetros del potencial de accidon lento. Basados en estos hallazgos
consideraban poco probable que la accion de la BDM se realizara mediante la
defosforilizacidn e inhibicion de los canales lentos del calcio. En estudios en musculos
ventriculares de cerdo, en los que se habia eliminado el sarcolema por medios
quimicos, describieron que la adicién de BDM produjo disminucion de la sensibilidad
de la preparacioén al calcio. Proponen por ello, que Ia BDM ejerce su efecto mediante
la inhibicion a nivel miofibrilar, por disminucién de la sensibilidad de las miofibrillas

al calcio.

Blanchard y cols (225), en experimentos con BDM en musculo
papilar de huron, sefialaron que esta sustancia puede inhibir selectivamente el ciclo de
formacidn de puentes por accidn directa sobre el aparato contrictil. Morner y cols
(227), en estudios realizados en musculo papilar de cerdo, describieron que la BDM
(2 mM) producia un efecto inotropo negativo que, en su opinion, era debido a una
accion inhibidora sobre la formacién de puentes y, posiblemente, también a la reduccién

de la sensibilidad de las miofibrillas al calcio.
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En un estudio realizado por Perreauit, Mulieri y cols (237), se

analizd el efecto inotropo negativo de la BDM en miocardio humano obtenido de
receptores de trasplante cardfaco. Describieron que el mecanismo principal de
produccion de esta accion inotropa negativa resultaba de la inhibicién de la fuerza
desarroliada por la formacién de puentes y de la reduccién en la sensibilidad de los
miofilamentos al calcio. Schwinger y cols (236) en fibras de muisculo papilar ventricular
izquierdo y en trabéculas de auricula derecha de corazén humano (sano y con
insuficiencia cardiaca) describen también que la BDM produce, de forma reversible y
dependiendo de la concentracién (0.001-30 mM), una disminucién en la fuerza de
contraccion porque disminuye la sensibilidad al calcio de las miofibrillas y la fuerza
generada en la formacion de puentes. También sugieren que la BDM puede reducir la

disponibilidad de calcio intracelular.

West y cols (229), en estudios realizados en preparaciones de
miusculo ventricular derecho de mono sano y distréfico, observaron que la BDM (15-
100 mM) redujo la fuerza de contraccion en respuesta al calcio y disminuyé la
sensibilidad del aparato contrictil al calcio tanto en miisculo sano como distréfico.
Observaron que las preparaciones de miocardio enfermo eran mas sensibles a la accion

de la BDM que las correspondientes a tejido muscular normal.

Actuacion sohre las elevaciones transitorias de calcio

intracelular.

Gwathmey, Hajjar y cols (223), en estudios en varias preparacio-

nes de miocardio de hurdn y de cerdo, sefialaron que [a BDM disminuia la corriente de
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calcio a través del sarcolema y la liberacion de este i6n desde el reticulo endoplasmico,
disminuyendo la amplitud de las elevaciones transitorias de calcio intracelular. Descri-
ben también estos autores, una disminucion de la respuesta de las miofibrillas al calcio
y una alteracién de la cinética de los puentes entre las proteinas contrictiles. No
observaron alteraciéon de la afinidad de la troponina C por el calcio. Segin estos
autores, el efecto de la BDM se produciria a varios niveles, que afectarian de forma
conjunta disminuyendo tanto la disponibilidad de calcio como la respuesta de las

miofibrillas a este ion.

Morner y cols, como hemos comentado anteriormente, estudiaron
el efecto inotropo de la BDM sobre musculo papilar de cerdo. Estos autores observan
en su estudio (227) que la BDM modificaba la curva de recuperacion mecanica entre
dos latidos consecutivos, la cual estd en relacién con la cinética del calcio en los
depésitos intracelulares, principalmente en el reticulo endoplasmico. En su opinién, esto
sugiere una accion adicional de la BDM sobre el mecanismo que gobierna la liberacion
del calcio del reticulo endoplasmico, que podria contribuir a la accidén inotropa negativa

de la droga.

Por su parte, Marijic y cols (226), en estudios en misculo papilar
de cerdo, describen, junto a la disminucion de la fuerza contracti! gue produce la BDM,
un incremento en la amplitud de las elevaciones transitorias de calcio intracelular. Stecle
y cols (244), en preparaciones de trabéculas cardiacas de rata, describen que la BDM,
a concentraciones de 5-30 mM, induce una liberacién neta de calcio y disminuye el
contenido de calcio del reticulo endoplésmico, con lo que disminuye la cantidad de

calcio disponible para ser liberada desde el reticulo endoplasmico durante cada sistole.
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A dosis menores de BDM (1-5 mM) los autores describen que Ja inhibicién de la fuerza
contrictil era debida sobre todo a una accion directa sobre los miofilamentos. Blanchard
y cols en sus primeros trabajos (225) no objetivaron influencia de la BDM sobre las
oscilaciones del calcio intracelular. Por ello, estos autores han utilizado la solucidon
BDM-manitol para bloquear la tension contréctil y la generacion de calor dependiente
de la tension y asi estudiar aisladamente el componente de calor generado independien-
temente de la tensidn, que estd en relacion con las oscilaciones del calcio y fundamen-
talmente con la captacién de calcio por el reticulo endopldsmico. Sin embargo, en
experimentos posteriores empleando dosis variables de BDM, estos autores describen
que con dosis de BDM superiores a 5SmM se produce una caida de la amplitud de las
elevaciones transitorias del calcio intracelular, lo cual contribuye al efecto inotropo
negativo de la droga a estas concentraciones (245). La adicién de BDM a bajas concen-
tractones (por debajo de 5 mM) reduciria la tension de contraccion sin afectar de forma
significativa a las elevaciones transitorias de calcio intracelular. Estos resultados vy los
de Steeie y cols (244) son diferentes de los obtenidos por Fryer y cols en misculo
estriado de rata (214), que describieron una alteracion de la liberacion de calcio del
reticulo endoplasmico con dosis de BDM de 1 mM. Los autores atribuyen estas discre-
pancias en los resultados obtenidos a diferencias en el mecanismo de acoplamiento

excitacidn-contraccion entre ambos modelos.

Perreault, Mulieri y cols, en un estudio realizado con BDM en
miocardio humano (237) observan junto a la ya descrita accién sobre la formacioén de
puentes, que la BDM producia también una disminucién de la disponibilidad de calcio

i6nico (medido con aequorina). Consideran que a altas concentraciones de BDM (por
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encima de 30 mM) el efecto sobre la disponibilidad de calcio intracelular tendria un

pape!l méas importante.

Actuacion sobre el potencial de accidn.

Existen también hallazgos no completamente concordantes
respecto a la accion de la BDM sobre el potencial de accion y la actividad eléctrica del
corazon. Asi, las primeras observaciones hacian referencia a una disminucién en la
duracion del "plateau” del potencial de accion en masculo ventricular de gato (212) y
en fibras de Purkinje de perro (211). También se describié que la BDM disminuia la
duracion del potencial de accidn lento en corazon embrionario de pollo (243). Reciente-
mente, Chapman y cols, en estudios con BDM a dosis variables (4, 8, 16, 32 mM), han
descrito una reduccion del potencial de accion, dependiente de la dosis de BDM, en
miocitos ventriculares de cerdo aislados (224). En sus experimentos observaron que
tanto la BDM como otra oxima, la nor-PAM (piridina-2-aldoxima), inhibian la corriente
de calcio sensible a nifedipina. Estos autores sugieren que la inhibicién de la corriente
de calcio es debida a "actividad fosfatasa” de las oximas, que produciria defosforiliza-
cion de los canales del calcio a nivel de las proteinas responsables de la regulacion de
estos canales. Liu, Cabo y cols (246), en estudios con BDM (5-20 mM) en miocardio
de oveja, en misculo papilar de cerdo y en miocitos de cerdo aislados, observaron que
la BDM producia reduccién de la duracion del potencial de accion y del periodo
refractario dependiente de dosis, que no se acompafiaba de modificacién significativa
de la amplitud del potencial de accién ni del potencial de reposo de la membrana. Por
el contrario, como hemos comentado previamente, Li y cols (209) encontraron poco

efecto de la BDM sobre la actividad eléctrica del corazén, con ligero aumento de la
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duracion del potencial de accion lento y un ligero acortamiento del potencial de accion
rapido. Morner y cols (227) describieron también ausencia de efectos importantes de
la BDM sobre el potencial de accioén en sus estudios en misculo papilar de cerdo.
lgualmente, Blanchard y cols, en sus estudios en musculo papilar de hurdn (225),
describen que la BDM no produjo efecto significativo sobre la actividad eléctrica

cardiaca.

Por otra parte, Coulombe (247), en trabajos realizados en
preparaciones de miocitos aislados y de corazon de rata, describe que con la adicién de
BDM el potencial de accién no resulta acortado sino alargado y justifican este efecto
por una reduccion simultidnea en dos canales antagonistas con desigual influencia sobre
el desarrollo del potencial de accién. Estos dos canales serfan, por un lado, el canal de
entrada lenta de calcio y, por otro lado, diversos componentes de la via de salida de

calcio.

Otras acciones.

De Tombe y cols (234) estudiaron el efecto de la BDM sobre la
interrelacion entre el estado contractil y el consumo de oxigeno en corazén de perro
aislado y, describeron que la droga no producia ninguna modificacion en esta relacién.
Sin embargo, Hebisch y cols (232}, en corazén de cerdo aislado, describieron una
reduccion del consumo de oxigeno asociada a la inhibicion de la funcién contréactil que

produjo la BDM (30 mM).
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Estudios recientes en nuestro modelo, han demostrado que la
BDM tiene un potente efecto vasodilatador coronario directo (248), que puede estar en

relacién con el efecto inhibidor de la contractilidad en masculo liso.

Armstrong, Ganote y cols han descrito un efecto nocivo de la
BDM sobre el citoesqueleto de los miocitos (221), puesto que en situacion de isquemia
o inhibicién del metabolismo observaron un incremento de la fragilidad osmética de los
miocitos en presencia de BDM (ver apartado 2.3. Efecto de la BDM durante la

isquemia y la reperfusion).

B. Accién de la BDM sobre la contractilidad en miisculo

estriado.

Estudios en misculo esquelético han mostrado que la BDM
también producia disminucion de la fuerza contractil y una inhibicién del cicle de
formacién de puentes (213). Horluti y cols, en estudios en musculo estriado de rana
(241), describieron que la BDM producia disminucion de la tension de contraccion
debido fundamentalmente a la accidn directa sobre el sistema contractil, aunque produjo

también efecto sobre la liberacion del calcio del reticulo endopliasmico.

Fryer y cols (214, 240) en experimentos en musculo estriado de
rata, observaron efectos diferentes correspondientes al empleo de distintas dosis de
BDM. La BDM a bajas concentraciones (I mM), producia una disminucion de la

contractilidad que se acompafaba de una reduccion de la cantidad neta de calcio
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liberado del reticulo endoplasmico. A una concentracion 10 mM de BDM describian
disminucién en la formacidn de puentes y en la sensibilidad al calcio de las proteinas

contractiles.

Hui, Maylie y cols (215, 239, 249), en estudios realizados en
fibras musculares estriadas de rana, observaron que la BDM afectaba la tension de
contraccion, el potencial de accidn (producia reduccion de la amplitud maxima) y el
movimiento i9nico. No obstante, su efecto sobre la tensidon de contraccion fue mucho

mas importante que el producido sobre los otros dos parametros.

Higuchi (250) en estudios realizados en musculo esquelético de
conejo, describié que la BDM tenia capacidad de inhibir la actividad ATPasa a nivel
de la cadena pesada de meromiosina. Més recientemente, Herrmann y cols (251) en
preparaciones de mioftbrillas de psoas de conejo han analizado el efecto de la BDM (20
mM) sobre los diferentes intermediarios de la cadena de ATPasa de la miosina y han
descrito que la BDM actuaba como un inhibidor no competitivo en esta cadena (que

actuaria directamente sobre M**, ADP. Pi).

C. Accién de la BDM sobre la contractilidad en misculo liso.

En misculo liso, Packer y cols (217, 242) refieren que la BDM
disminuia el indice de formacion de puentes ciclicos. Opinan que ejerce su efecto
actuando sobre los puentes de formacion rpida, no teniendo practicamente accion sobre
los puentes lentos. Lang y cols (216) describen que la BDM disminuye el flujo de

entrada y de salida de calcio a través de los canales dependientes de voltaje. En su
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opinién, la BDM se fijaria a un lugar del canal de calcio diferente del ocupado por el

i6n, siendo su afinidad por el canal mayor cuando éste se encuentra en estado inactivo.

La accién inotropa negativa de la BDM sobre el musculo liso
vascular es probablemente responsable del potente efecto vasodilatador coronario de la

BDM (233, 248).

2.2.2. Accion sobre las propiedades electrofisiolégicas.

Como se ha descrito previamente, los hallazgos referidos en los
distintos estudios respecto a la posible accion de la BDM sobre la amplitud del potencial
de accion no son completamente concordantes (ver apartado: Accidén sobre el potencial

de accion).

La mayor parte de los autores describen ausencia de efectos
importantes de la BDM sobre la actividad eléctrica del corazén (209, 210, 213, 233).
Respecto al automatismo y la conduccion, Marijic y cols (226) analizaron la frecuencia
cardiaca y la conduccidn auriculoventricular en corazén aislado de cerdo con diferentes
concentraciones de BDM. Con una concentracion de 0.5-5 mM no objetivaron ninguna
variacién en la frecuencia cardiaca ni en la conduccion AV. Tras una dosis 10 mM
encontraron una ligera disminucion de la frecuencia auricular, sin modificacion de la
conducion AV. Con concentraciones de 20-30 mM describen disociacion AV. Otros

experimentos, sin embargo, no han confirmado estos hallazgos.
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Boban, Stowe y cols (233), en experimentos en corazén aislado
de cerdo, describieron que el tratamiento con BDM durante la isquemia y la reperfusion

produjo una disminucion en la incidencia y duracion de arritmias.

En resumen, la BDM tiene un efecto depresor de la contractilidad
miocardica que se produce fundamentalmente por inhibicion de la formacién de puentes
entre actina y miosina y por la disminucién de la sensibilidad al calcio de las proteinas
contrictiles. Este efecto se produce en ausencia de cambios electrofisiolégicos impor-
tantes y conduce, en la practica, a un desacoplamiento entre activacidn y contraccion.
Otros posibles efectos de Ja BDM han sido mas controvertidos y desarrollan probable-
mente un papel menor en su accion inotropa negativa: afectacion directa de los canales
del calcio debido a defosforilizacién de los mismos, modificacion secundaria del
potencial de accidn transmembrana y alteracion de la cinética del calcio por parte del
reticulo endopldsmico con afectacién de las elevaciones transitorias del calcio

intracelular.

2.2.3 Relacion dosis-efecto de 1a BDM. Importancia de la concentracion de BDM.

Existe evidencia de que sus efectos pueden ser diferentes a
distintas concentraciones de BDM (75, 214, 216, 226, 233). Por ejemplo, en el estudio
de Fryer y cols (214} se analizé la accion de diferentes concentraciones de BDM sobre
la contractilidad en misculo esquelético, observandose que, a bajas concentraciones
(inferiores a 1 mM), la BDM producia fundamentalmente disminucién de la liberacion

de calcio desde el reticulo endopldsmico. Por el contrario, con concentraciones de BDM
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10 mM se observd disminucion de la sensibilidad del aparato contractil al caicio y
afectacién del ciclo de formacion de puentes. Por su parte, Marijic, Stowe y cols (226)
investigaron el efecto de diferentes concentraciones de BDM sobre corazon y misculo
papilar aislados. Estos autores observaron que a dosis inferiores a 10 mM aparecia
depresion de la contractilidad que no se acompariaba de alteracién de la actividad
eléctrica. Con concentraciones de BDM 20-30 mM, la depresion de la contractilidad era
mas profunda y se acompanaba de disminucion de la frecuencia auricular y de

disociacion auriculo-ventricular.

2.3. Efecto de la BDM durante la isquemia y la reperfusién.

Numerosos estudios han analizado el efecto bloqueante de la BDM
sobre la hipercontractura miocardica que se observa durante la reperfusion, la paradoja
del calcio y la paradoja del oxigeno (19, 73-75, 91, 130, 221, 233, 238, 252, 253). Los
experimentos han sido realizados en distintos modelos animales, asi; en miocitos

aislados, en corazén aislado y en corazén "in vivo".

Estudios en miocitos aislados.

Siegmund, Piper y cols (91), en preparaciones de miocitos de rata
aislados sometidos a anoxia, describen que la BDM (20 mM) puede prevenir la
hipercontractura cuando es administrada antes de la aplicacion de la reoxigenacion y se
mantiene durante 15 minutos en la fase de reoxigenacidn. En su opinién, la proteccién
que aporta la BDM es debida a un efecto blogueante del mecanismo contrictil de las

miofibrillas.



174

Quaife y cols (19), en cultivos de miocitos ventriculares de pollo,
observaron que la liberacién de LDH tras 2 6 3 horas de hipoxia seguidas de 15
minutos de reoxigenacion se redujo en presencia de BDM (20 mM). En su opinidn,
estos resultados apoyan la idea de que parte del dafio por reoxigenacion es debido a
hipercontractura, posiblemente en relacion a la sintesis de ATP que sensibilizaria los
miofilamentos al Ca en presencia de alta concentracién de calcio idnico. Observaron
que la BDM podia prevenir el desarrollo de la hipercontractura durante la reoxigena-
cidn, lo cual segin estos autores se realizaria debido a la disminucion de la sensibilidad

de los elementos contrictiles al calcio por accién de esta droga.

Nichols y cols (222) utilizaron BDM para bloquear la contractura
que se produce tras la inhibicion de la produccion de fosfatos de alta energia en
miocitos ventriculares de rata. En su opinion, la BDM producia este efecto porque
bloqueaba de forma reversible la formacion de puentes. Consideran que la contractura,
en estas condiciones, ocurre independientemente de la concentracién de calcio y que la
velocidad y la extension de esta contractura viene directamente determinada por la caida

de ATP.

Silverman y cols (218) estudiaron la afectacion de la relajacion
que s¢ produce durante la hipoxia en un modelo de miocitos ventriculares de rata.
Describen que la utilizacion de BDM durante un periodo transitorio de hipoxia profunda
produce mejoria de los parametros de relajacion. Consideran que esta mejoria se debe

a la accion de la BDM sobre las propiedades de los miofilamentos.
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Sin embargo, también se han descrito efectos perjudiciales de la

BDM sobre los miocitos isquémicos. Armstrong, Ganote y cols (221) estudiaron la
accion de la BDM sobre miocitos de rata aislados en condiciones de inhibicion del
metabolismo y de isquemia y encontraron datos de que, en esas condiciones, la
inhibicion de la contractura que produce la BDM se asociaba a una aceleracion del dafio
celufar. Este incremento del dafio celular en presencia de BDM vino definido por la
captacién por parte de los miocitos de marcadores extracelulares (Trypan Blue), la
determinacién de la mioglobina liberada y la demostracién mediante analisis ultraestruc-
tural de defectos en la integridad de la membrana. Estas observaciones se explican,
probablemente, porque el mantenimiento de Ia integridad del citoesqueleto y de las
membranas celulares precisa un proceso continuo de refosforilizacion de las proteinas
que requiere cierto nivel de ATP. El hecho de que el incremento del dafio que produce
la BDM se evidencie sOlo en células con deplecidon de ATP sugiere que la BDM podria
potenciar la defosforilizacion de las proteinas celulares y que este efecto se expresaria
en daifio celular cuando los indices de refosforilizacién estan deprimidos, a causa de un

descenso critico de los niveles de ATP.

Estudios en corazon aislado.

Vanoverschelde y cols (86, 252) estudiaron el efecto de la
contractura isquémica en corazén de conejo aislado, empleando BDM para inhibir la
contractilidad. Describen que tras 60 minutos de isquemia, la BDM previno la contrac-
tura, disminuyé el dafio del sarcolema y facilité la recuperacion funcional en la fase de
reperfusion. También observaron una disminucién en la depleccién de ATP. Sin

embargo, tras 120 minutos de isquemia la presencia de BDM sélo permitid atenuar la
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contractura y la depleccion de ATP, pero no previno el dafio celular (medido por la
liberacion de CPK) ni el fallo contractil durante la reperfusion. Sefialan, los autores,
que si se aumentaba el ritmo de la glucolisis anaerobia durante la isquemia (incremen-
tando el suministro de glucosa y de insulina) lograban prevenir el dafio celular y

mejorar la recuperacion de la contractilidad en la fase de reperfusion.

Nayler y cols (73-75, 130), en su modelo en corazén aislado de
rata, demostraron que la BDM aportaba una proteccién significativa frente a la paradoja
del calcio. Valoran esta proteccién en la mejoria de 4 pardmetros: el dafio ultraes-
tructural, la ganancia de Na y de Ca, y la pérdida de componentes intracelulares (75).
La proteccion que aportaba la BDM frente a la ganancia de Ca fue menor que respecto
a los otros pardmetros, resultando esta entrada de calcio reducida y retrasada pero no
abolida (130). Los autores sugieren la existencia de otras rutas de entrada de calcio no
relacionadas con la hipercontractura. Asimismo, refieren que la proteccion que produjo
la BDM durante la reperfusién se acompafiaba de un aumento en los depésitos de ATP
y CP (73). No obstante, las células no recuperaron su estado preisquémico por efecto
de la BDM, puesto que tras la retirada de la droga y la continuacién de la reperfusién
con solucién control se reprodujeron la ganancia de calcio y el dafio estructural con
formacion de bandas de contraccion similares a las de los miocitos no tratados.
Proponen los autores que el dafio causado por la actividad contrictil es secundario a

algin otro acontecimiento deletéreo primario.

Estos mismos autores estudiaron también el efecto producido tras
perfodos de quiescencia eléctrica (mediante elevacidén de la concentracion de potasio

hasta 16 mM) o quiescencia mecdnica (mediante la disminucion de la concentracién de
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calcio de la solucion de perfusién o utilizando BDM) inmediatamente antes del episodio
isquémico (88). La recuperacion funcional del miocardio tras la reperfusion fue
significativamente mejor en los corazones pretratados con incremento de la concentra-
cion de potasio o empleando BDM, no asi en los que se provocd parada mecanica
mediante la disminucién de calcio. Consideran que el efecto protector pudiera ser
debido a la disminucién de edema celular debido al incremento de la osmolaridad que
producirian ambas infusiones. No obstante, esta explicacion parece poco probable,
puesto que la BDM penetra libremente dentro de las células por lo que carece de efecto
osmoético. En un estudio reciente (220) describen también Nayler y cols, que la
perfusion libre de calcio aumentaba el nimero de receptores para endotelina-1, 1o cual
parece asociarse a una ganancia temprana de calcio. En presencia de BDM (30 mM)
este aumento de receptores resultaba atenuado. Durante la fase de replecion de calcio
el nimero de puntos para la fijacion de endotelina-1 aumentaba mas, siendo este efecto

revertido en presencia de BDM.

Siegmund, Piper y cols estudiaron también el efecto de la BDM
sobre la paradoja del oxigeno en corazén de rata aislado (230) y observaron que el dafio
producido durante la hipoxia-reoxigenacion podia ser prevenido cuando ¢l aparato
contractil era temporalmente paralizado durante la fase inicial de la reoxigenacién. No
se observd hipercontractura ni liberacion de CPK y se mantuvieron parcialmente los
depdsitos de creatin fosfato. Sila BDM era retirada tras 20 minutos de reoxigenacion
existia un incremento, aunque atenuado, de la liberacidén de enzimas. Cuando la BDM
se mantenfa durante 60 minutos de la fase de reoxigenacion, no se apreciaban cambios
estructurales y la liberacién de enzimas era mucho menor que en los miocitos no

tratados. De todas formas, parece que los miocitos no recuperaron su estado
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preisquémico pues presentaban disminucion de los depositos de fosfatos de alta energia
y todavia perdian pequehas cantidades de enzimas intracelulares. Hemos sefialado que
Nayler y cols describieron que durante la reperfusion, tras la retirada de la BDM, se
reprodujeron en los miocitos alteraciones similares a las de aquellos no tratados. Tal
vez las diferencias respecto a los resultados obtenidos por Siegmund, Piper y cols
corresponden a que éstos mantuvieron la perfusion de BDM durante un periodo més
largo durante la fase de reperfusion (hasta de 60 minutos), mientras que en los
experimentos de Nayler y cols la BDM era retirada tras 5 minutos (75) y 15 minutos
(73) de la fase de reoxigenacion. El periodo de tiempo maés largo tal vez permitiria, por
un lado, la normalizacion del nivel de calcio libre antes de que se restablezca la funcion

contrctil y, por otro lado la recuperacion de la resistencia mecanica del sarcolema.

Boban, Stowe y cols (233), en experimentos en corazdn aislado
de cerdo, describieron que concentraciones relativamente bajas de BDM (3.5-10 mM)
proporcionaban cardioproteccién frente a la isquemia temporal y a la reperfusién.
Observaron mejoria de la funcién contrictil, de la relajacion diastélica, del flujo y la
reserva coronarios, del consumo de oxigeno y del indice entre consumo y demanda de
oxigeno. Describen existencia de un efecto vasodilatador coronario de la BDM, asi
como una disminucién en la incidencia y duracién de arritmias. Hebisch y cols (232),
en su modelo en corazon de cerdo aislado tratado con BDM (30 mM) durante la
isquemia y la reperfusion, describieron que el efecto protector de la BDM resultaba mas

marcado en situacion de hipotermia.
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Estudios en corazon "in vivo".

En un estudio reciente OBrien y cols (238), analizaron el efecto
de la BDM sobre el miocardio contundido empleando un modelo canino "in vivo" para
oclusién coronaria y administracion intracoronaria selectiva de BDM (100mM).
Objetivaron una significativa mejoria de la funcidn contractil postisquémica en este

modelo.

La infusién intracoronaria de BDM "in vivo", durante la fase
inicial de la reperfusion ha demostrado una reducciéon en el tamafio final del infarto

tanto en cerdos (254) como en perros (77).

2.4. Otras posibles aplicaciones de la proteccién miocirdica con BDM.,

La administracion de BDM anadida a la solucién de perfusion
protege al miocardio ventricular humano de la lesién por corte o diseccion (235, 255).
Los autores de este trabajo consideran que esta cardioproteccion se debe a que la BDM

reduce la contractura que resulta de cortar las membranas celulares.

Una de las mayores limitaciones para la preservacion prolongada
de Organos para trasplante se relaciona con el dafio estructural que causa la contractura
isquémica miocardica progresiva y la pérdida de distensibilidad ventricular izquierda
que se asocia al descenso de los niveles de ATP. Stringham Belzer y cols, en

experimentos en corazén de conejo almacenado en solucién de la Universidad de
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Wisconsin, a la que se afiadié BDM 30 mM (205, 231, 256), observaron que la BDM
inhibia de forma reversible la contractura miocardica durante 24 horas de almacena-
miento en frio, retrasaba la deplecion de ATP y permitia la restauracién de una funcién
casi normal tras la reperfusion. Mejoraba asi significativamente la preservacion del
miocardio incrementando la tolerancia del corazén a la isquemia en frio. Los autores
sugieren que la BDM ejerce su efecto inhibiendo la interaccién entre actina y miosina
y retrasando el catabolismo intracelular de ATP. En su opinidn, la mejoria en diferentes
parametros indicaria la existencia de efectos de la BDM sobre maltiples puntos de
accion. Estos autores describen también que el calcio tiene un efecto protector para la
preservaciéon prolongada, pero que junto a éste puede existir otro efecto que resulta
deletérero pues induce hidrolisis acelerada de ATP y contractura isquémica més severa.
Mediante la utilizacién conjunta de BDM y calcio en la solucion para almacenamiento
de corazon de conejo, desaparecen los efectos nocivos del calcio (la BDM protegié al
miocardio de la pérdida de ATP inducida por el calcio) permitiendo la manifestacion
de la accion protectora del calcio sobre el miocardio (205). En un experimento reciente
(257) estos autores utilizaron diferentes concentraciones de BDM (15, 30 y 60 mM) y
de calcio (0.1-1.0 mmol/l) y observaron que la preservacion mas adecuada se obtuvo
con la solucién de la Universidad de Wisconsin modificada con BDM vy calcio a dosis

30 mM y 1.0 mmol/] respectivamente.

Stowe, Boban y cols (258) estudiaron el efecto de BDM (10 mM)
en corazon de cerdo aislado sometido a hipotermia durante 22 horas y observaron que
la administracion de BDM antes y durante la fase de hipotermia, asi como en la fase
inicial de la reperfusion, mejoraba la recuperacion posterior del miocardio, atenuando

el efecto deletéreo de la hipotermia prolongada. La administracién conjunta de
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adenosina, nitroprusiato y BDM durante la fase inicial de la reperfusion en este modelo
produjo una mejoria superior a la obtenida con BDM. Los resultados de estos dos
grupos respecto a la mejoria de la tolerancia del miocardio a la isquemia prolongada en
presencia de BDM son discrepantes respecto a los obtenidos por Armstrong, Ganote y
cols (221), quienes observaron una aceleracion en el dafio celular de los miocitos

isquémicos en presencia de BDM.

La BDM no parece desempefiar un papel importante en el
mantenimiento de los depdsitos de ATP durante la isquemia y la reperfusién; sin
embargo, tampoco existe acuerdo entre los autores respecto a este aspecto (73, 88, 205,
221, 231, 238, 252). Nayler y cols describieron, en algunos de sus experimentos (73),
cierta recuperacion de los depdsitos de ATP y CP empleando BDM durante la reperfu-
sién, mientras que otros estudios en ¢l mismo modelo de corazdén aislado no
confirmaron estos hallazgos (88). Stringham y cols (205, 231) describieron que durante
el almacenamiento prolongado de corazén de conejo, 1a adicion de BDM se acompafiaba
de una disminucidn la velocidad de degradacién del ATP. Vanoverschelde y cols (252)
observaron que la BDM atenuaba la deplecién de los depésitos de ATP durante la
isquemia en corazon de conejo aislado. Por el contrario, Armstrong, Ganote y cols
(221), en sus estudios en miocitos aislados, no objetivaron ningin efecto de la BDM
sobre las reservas de ATP, que resultaban reducidas durante la isquemia o la inhibicidn

del metabolismo tanto en presencia como en ausencia de BDM.
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En resumen, estudios realizados en diferentes laboratorios

demuestran que la BDM es capaz de prevenir la hipercontractura que ocurre en el
miocardio durante la paradoja del oxigeno, la paradoja del calcio y la reperfusién. Esta
inhibicion de la hipercontractura se asocia a un efecto de proteccion del miocardio, con
mejoria de la recuperacion funcional tras la reoxigenacién. Respecto a la isquemia
prolongada, se ha descrito cardioproteccion con BDM durante periodos prolongados de
isquemia en frio. Sin embargo, parece que la BDM en situacion de isquemia miocérdica
puede tener también un efecto nocivo sobre el citoesqueleto, con incremento de la

fragilidad osmdtica y aceleracion del dafio celular.

3.- ORIGINALIDAD DE ESTE ESTUDIO. IMPLICACIONES CLINICAS.

Los resultados de este trabajo demuestran, por primera vez, que
la infusién intracoronaria selectiva de 2,3 butanodiona-monoxima permite una
cardioplejia regional instantdnea, controlada y rapidamente reversible. Los otros agentes
con capacidad cardiopléjica previamente empleados (potasio, diltiazem ...) tardan mas
en producir la inhibicién completa de la contractilidad del miocardio, lo cual tiene
claras 1mplicaciones respecto a su accién cardioprotectora, pues el tiempo que
transcurre hasta la abolicion de la contraccién supone deplecion de los depdsitos de
ATP. La recuperacion de la contractilidad después de la administracion de estos agentes

es también mas lenta que en el caso de la BDM.

La infusion intracoronaria de BDM, a concentraciones capaces de

inhibir {a contractilidad, no se acompafi6 de alteraciones electrofisioldgicas importantes,
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no produciendo arritmias ventriculares graves en ningdn caso. Por el contrario, la
infusion de diltiazem, o de una solucién marcadamente hiperpotasémica produce
cambios electrocardiograficos acusados. Estos cambios hacen imposible la utilizacién
de potasio o diltiazem de forma regional sin parada cardiaca, pues se produciria una
dispersion de las propiedades electrofisiologicas que favoreceria la aparicion de

fibrilacidon ventricular.

Los resultados de este trabajo demostraron también, que la adicion
de BDM durante los tltimos minutos de la isquemia y durante los 30 minutos de la
reperfusién produjo un aumento final de la longitud telediastdlica del grupo tratado con
BDM, probablemente porque previene la "hipercontraccién permanente” que provoca
la reperfusion del miocardio isquémico. Estudios recientes en este modelo (259) han
demostrado la existencia de una estrecha correlacion entre el acortamiento de la longitud
telediastolica a los 30 minutos de reperfusion y la aparicién de necrosis en bandas de

contraccion y el tamafio del infarto.

[La BDM es el tinico agente bloqueante de la contractilidad
miocardica que ha demostrado ser capaz de prevenir la hipercontractura inducida por
la reoxigenacion y la reperfusién en miocitos, corazones aislados y en la reperfusion
coronaria "in situ". La aplicacién durante la reperfusion de esta cardioplejia regional
con BDM ha demostrado mejoria de la recuperacion funcional del miocardio en perros

(238) y reduccion del tamafio del infarto tanto en cerdos (254) como en perros (77).

La 2,3 butanodiona monoxima no tiene una aplicacion ciinica en

el momento actual y no conocemos todos sus posibles efectos a nivel sistémico. Sin
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embargo, la posibilidad de inhibir de forma selectiva la contractilidad en una zona
concreta del miocardio mediante la aplicacion de esta forma de cardioplejia regional con
BDM supone una nueva forma de cardioproteccidn que podria tener aplicacion en
situaciones clinicas en las que es posible la reperfusion controlada. Entre estas
situaciones destacan por su frecuencia e importancia: la ACTP compleja, la cirugia

cardiaca y la preservacion del corazén para trasplante.

4.- CONSIDERACIONES METODOLOGICAS

En este modelo de infusion intracoronaria selectiva no es postble

determinar con exactitud la concentracion miocardica de BDM.

La infusién intracoronaria de BDM se realiz6 a través de un
catéter y hacia una pequefia zona de miocardio. No se conoce el efecto que se
produciria sobre un area en riesgo de mayor tamafio ni si el empleo de una dosis mas
elevada tendria efectos tOxicos sistémicos. Por otra parte, considerando que el
miocardio isquémico estd ya aquinético, parece poco probable que la perfusion del
mismo con BDM empeorara la situacién hemodindmica en el curso de un infarto de

miocardio agudo.

La solucién empleada para infusion intracoronaria de BDM se
preparé afiadiendo la droga a una solucién de composicién normoidnica, normosmatica
y normoncética, resultando una mayor osmolaridad en la solucion BDM que en la

solucion placebo, 1o cual puede haber disminuido Ia produccién de edema osmdtico,
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puesto que estudios previos realizados en este modelo (36) han demostrado que la
infusién intracoronaria de una solucién hiperosmética disminuia el edema y el tamano
del infarto. No obstante, el hecho de que la BDM difunda libremente al interior de la
célula hace imposible que esta sustancia modifique de forma importante las fuerzas

osmoticas entre el espacio intracelular y el intersticial.

El modelo porcino empleado para este experimento carece
practicamente de circulacion colateral a diferencia del modelo canino, y puede no
reflejar adecuadamente la situacion creada por una oclusion coronaria en algunos
pacientes con infarto de miocardio y circulacion colateral bien desarrollada como
consecuencia de una larga historia de enfermedad coronaria progresiva. Sin embargo,
otros autores han podido reproducir recientemente los resultados de este estudio en un

modelo canino (77).

Los resultados del presente estudio no permiten descartar que la
administraciéon de BDM intracoronaria pueda aumentar el riesgo de arritmias durante
la reperfusion. No hemos estudiado posibles efectos téxicos derivados de la BDM a

nivel sistémico.
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VI. CONCLUSIONES

1) La infusién intracoronaria selectiva de 2,3-butanodiona
monoxima produce inhibicidn reversible de [a contractilidad en el segmento de
miocardio correspondiente, por accion sobre el acoplamiento entre actina y miosina, y
permite, por primera vez, una cardioplejia regional, instantdnea, controlada y

rapidamente reversible.

2} El grado de inhibicién de la contractilidad, depende de la
concentracidn de BDM en el miocardio dependiente de la arteria infundida, la cual
viene determinada por la velocidad de la infusion . El cese de la contractilidad se inicia
a los pocos segundos del comienzo de la infusién y la interrupcion de esta infusién se

acompatfia de una rapida restauracion de la actividad contrictil.

3) La infusién intracoronaria de BDM produjo cambios en la
situacion hemodindmica (con reduccion de la tensidn arterial sist6lica y aumento de la
frecuencia cardiaca) y en la contractilidad regional en todos los animales. Las
modificaciones de la contraccién segmentaria consistieron en un aumento de la longitud
telediastdlica y una marcada reduccion de la fraccion de acortamiento. La oclusion
coronaria de la arteria produce cambios contrictiles superponibles a los descritos para

la infusiéon de BDM.
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4) La infusion intracoronaria de BDM a concentraciones capaces
de inhibir la contractilidad no se acompafia de alteraciones electrofisiologicas

importantes, y no produjo arritmias ventriculares en ningin caso.

5) La modificacion de la concentracion de calcio extracelular no
se acompafid de cambios en la contraccidn segmentaria, siendo el efecto de la BDM
independiente del descenso de la concentracion de calcio idnico causado por la

capacidad quelante de la droga.

6) La oclusién coronaria prolongada en ausencia de circulacion
colateral se acompana de un marcado aumento de la longitud telediastélica y una
disminucién de la fraccidn de acortamiento, mientras que en los primeros minutos de
la reperfusion se objetiva una répida caida de la fongitud telediastdlica, que alcanza

frecuentemente valores inferiores a los basales.

7) La infusién de BDM durante los tltimos minutos de la
isquemia y durante 30 minutos de la reperfusién se acompafia de un aumento del
abombamiento sistolico al inicio de la reperfusién y un aumento final de la longitud
telediastolica que se debe probablemente a que la BDM previene la "hipercontraccién”

que provoca la reperfusion en zonas del miocardio isquémico.

8) En presencia de isquemia, la infusion de BDM se acompaiia
de una mayor vulnerabiiidad eléctrica y de un aumento del riesgo de fibrilacion

ventricular.
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