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La principal causa de muerte y discapacidad tanto en nuestro país 
(Genova-Maleras et al., 2012) como a nivel mundial (Moran et al., 2014) son las 
enfermedades cardiovasculares, siendo especialmente relevante el papel 
jugado por la cardiopatía isquémica. En la mayoría de los casos, el proceso 
subyacente a esta última es la aterosclerosis, un proceso inflamatorio crónico 
que afecta a las arterias de diferentes lechos vasculares, y que se caracteriza 
por el engrosamiento de las capas íntimas y media de los vasos afectados y 
por la pérdida de elasticidad de los mismos. La aterosclerosis es una patología 
compleja que ocurre en las paredes arteriales, donde se depositan ácidos 
grasos y colesterol, y que, junto a la formación de tejido fibroso y al acúmulo de 
células inflamatorias, acaban formando placas, que estrechan el lumen de los 
vasos, y dificultan, por tanto, el flujo sanguíneo a su través. La pared de estas 
placas puede acabar erosionándose o rompiéndose, lo cual provoca la 
activación de la cascada de coagulación y la formación de un trombo, que 
puede ocluir completamente la circulación sanguínea en la arteria afectada, 
dando lugar, en el caso de las arterias coronarias, a la aparición de isquemia 
miocárdica e infarto (Mendis et al., 2011). 

La arteria coronaria afectada puede, por tanto, verse estenosada 
parcial o completamente, dando lugar a la aparición de isquemia en el tejido 
miocárdico por la reducción del flujo sanguíneo coronario, al desarrollo de 
infarto agudo de miocardio y a la aparición posterior de remodelado ventricular 
adverso (Gajarsa and Kloner, 2011; Libby, 2013). 

Existe una relación directa entre la duración del insulto isquémico y la 
extensión de la muerte celular (Reimer et al., 1977). Además, la dimensión final 
del infarto también depende del tamaño del territorio distal a la placa coronaria 
responsable (el área en riesgo), y de la presencia y magnitud de flujo residual, 
en forma de oclusión parcial, irrigación colateral o ambas (García-Dorado et al., 
1987a). Por tanto, el tratamiento de elección para limitar el volumen de 
miocardio infartado es realizar la reperfusión lo más rápidamente posible 
(Downey and Cohen, 2006), disminuyéndose la cantidad de tejido que es 
posible salvar a medida que se retrasa el momento de la reperfusión, y siendo 
muy baja a partir de las tres horas de isquemia (Hausenloy et al., 2013a). En 
este sentido, hay que remarcar que los beneficios de la reperfusión temprana 
no se limitan a la fase aguda, reduciendo el tamaño del infarto y mejorando la 
supervivencia hospitalaria, sino que se extienden a largo plazo, mejorando la 
esperanza de vida de los pacientes hasta 20 años después de la intervención 
(van Domburg et al., 2005). 

Se ha constatado que cuando la reperfusión se realiza durante este 
intervalo de tiempo prudencial (en el que todavía es posible salvar parte del 
miocardio sometido a isquemia), la muerte celular ocurre predominantemente 
durante los primeros minutos después de la restauración del flujo sanguíneo, 
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en forma de necrosis, y es causada por mecanismos desencadenados durante 
la reperfusión (Piper et al., 1998). Este daño, adicional al producido por el 
propio período de isquemia, se denomina daño letal por reperfusión, y su 
existencia ofrece la posibilidad de añadir, a la restauración del flujo, 
tratamientos capaces de reducir la tasa de muerte celular. Por ello, el desarrollo 
de terapias eficaces y clínicamente aplicables para la prevención de la muerte 
celular por reperfusión constituye un objetivo prioritario en la lucha para 
disminuir el impacto social y sanitario de la cardiopatía isquémica (Rodríguez-
Sinovas et al., 2007a). 

Por otra parte, cabe mencionar que la elevada mortalidad que produce 
la cardiopatía isquémica no es responsable, por sí sola, del alto impacto social 
y sanitario que representa esta enfermedad, sino que, además, está patología 
se asocia a una pérdida importante de la calidad de vida (en parte debida a las 
comorbilidades cardiovasculares), y a un elevado coste económico (más de 60 
billones de euros al año en la Unión Europea) (Frohlich et al., 2013). Además, 
como agravante de esta situación, se estima que la cardiopatía isquémica 
seguirá siendo la primera en la lista de enfermedades mortales en el mundo 
hasta al menos el año 2030 (Mathers and Loncar, 2006). Esta tesis pretende 
aportar nuevo conocimiento sobre la fisiopatología y tratamiento de esta 
enfermedad, así como identificar posibles nuevas dianas terapéuticas para 
reducir el tamaño del infarto, mejorar la función sistólica del ventrículo izquierdo 
y aumentar la supervivencia y la calidad de vida en pacientes con cardiopatía 
isquémica. 
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1 Mecanismos celulares y consecuencias del daño 
miocárdico por isquemia-reperfusión 

El término “daño letal por reperfusión” hace referencia explícita a la 
muerte celular que se produce en el momento de la reperfusión, tras una 
isquemia transitoria, y que se puede prevenir mediante intervenciones 
aplicadas en el momento de la restauración del flujo (Fig. 1) (Piper et al., 1998). 
Está caracterizado por una serie de cambios fisiopatológicos en el 
cardiomiocito, que dan lugar a los procesos biológicos causantes de la 
necrosis. A día de hoy, las vías moleculares y procesos celulares por los que 
se rige esta muerte necrótica no están del todo esclarecidos, pero diversos 
estudios apoyan la existencia de dos  mecanismos principales interconectados: 
el desarrollo de hipercontractura y la apertura del poro de transición de 
mitocondrial (mPTP) (Piper et al., 1998; García-Dorado et al., 2014b). Ambos 
procesos se desencadenan tras las alteraciones fisiopatológicas provocadas 
inicialmente por la isquemia, y que ocurren previamente a la reperfusión, como 
la caída del pH, la privación energética, o la pérdida de la homeostasis 
catiónica. 

 
 

 
 

1.1 LA CONDICIÓN ISQUÉMICA 
La privación del flujo sanguíneo que habitualmente llega al tejido, es 

decir, la situación de isquemia, conlleva grandes desequilibrios iónicos que 
tienen relación con la disminución del oxígeno disponible. La carencia de 
oxígeno, que habitualmente es fundamental para el mantenimiento de la 
producción energética en forma de adenosín 5’-trifosfato (ATP) a nivel de la 
cadena de transporte de electrones mitocondrial, conduce a una mayor 

Figura 1. Ilustración del concepto de daño por reperfusión. La muerte celular 
aumenta de forma proporcional a la duración de la isquemia miocárdica. La 
reperfusión detiene este proceso, pero se asocia a su vez a un daño adicional 
producido en los primeros minutos de la misma. Tratamientos aplicados en el 
inicio de la restauración del flujo, pueden hacer disminuir esta muerte. 
Modificado de (García-Dorado and Piper, 2006; García-Dorado et al., 2014b). 
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utilización del metabolismo anaerobio, concretamente de la vía glucolítica, para 
intentar mantener así la síntesis de ATP. En consecuencia, se produce, por un 
lado, acumulación intracelular de ácido láctico, y por otro, de CO2 extracelular 
(que no puede ser eliminado al no haber flujo sanguíneo), conduciendo, por 
tanto, a acidosis tisular (Piper et al., 2004; Inserte et al., 2008; Perricone and 
Vander Heide, 2014; García-Dorado et al., 2014b). Con respecto a los niveles 
de ATP, seguirán descendiendo hasta alcanzar niveles críticos, lo que 
provocará la aparición del rigor isquémico (Bowers et al., 1992). 

La acidosis intracelular desencadena la extrusión de H+ desde el 
interior de la célula a través del intercambiador Na+/H+ sarcolemal, causando, a 
su vez, una entrada masiva de Na+ al citosol. Además, el agotamiento de las 
reservas de ATP provoca el cese del funcionamiento de la bomba Na+/K+ 
ATPasa, agravando aún más la sobrecarga citosólica de Na+ (Murphy and 
Steenbergen, 2008). El acumulo progresivo de Na+ activa el funcionamiento 
reverso del intercambiador Na+/Ca2+ sarcolemal, extrayendo Na+ a costa de 
introducir Ca2+, iniciándose así una paulatina pérdida de la homeostasis de este 
catión, que, en condiciones fisiológicas, está estrictamente regulado (Piper et 
al., 1998; Piper et al., 2004). Como además las ATPasas de Calcio del Retículo 
Sarcoplasmático (la familia de proteínas SERCA) son dependientes de energía, 
no podrán captar el Ca2+ para retirarlo desde el sarcoplasma al interior del 
retículo. Como consecuencia, al final del episodio isquémico, los cardiomiocitos 
presentan un pH ácido, y sobrecarga de Na+ y Ca2+. 

1.2 LA REPERFUSIÓN 
Si el periodo de depleción energética no ha sido demasiado 

prolongado, el suministro de oxígeno durante los primeros minutos de la 
reperfusión es capaz de repolarizar las mitocondrias de una gran parte de los 
cardiomiocitos y de reactivar la síntesis de ATP (Piper et al., 1998; García-
Dorado et al., 2014b). Sin embargo, este hecho, unido a las alteraciones 
iónicas que se iniciaron durante la fase de isquemia, puede acabar 
desencadenando la muerte celular, bien sea mediante el desarrollo de 
hipercontractura, o mediante la apertura del poro de transición mitocondrial 
(mPTP). 

1.2.1 El desarrollo de la hipercontractura 
La hipercontractura se puede definir como la activación desmesurada 

del aparato contráctil que se da en los primeros minutos de la reperfusión, y 
que produce un brusco acortamiento de los cardiomiocitos. Ello conduce a un 
aumento de la tensión mecánica debido a las interacciones entre los 
cardiomiocitos adyacentes, pudiendo llegar a romperse el sarcolema de las 
células afectadas, y provocando la muerte de las mismas, dando lugar a un 
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patrón histológico conocido como necrosis en bandas de contracción (Ganote, 
1983; Miyazaki et al., 1987; García-Dorado et al., 1992a). 

Los mecanismos responsables de la rotura del sarcolema por la 
aparición de hipercontractura son complejos y aun se desconocen con 
exactitud, pero al menos hay tres componentes principales implicados: 
alteraciones en la homeostasis iónica, edema intracelular y fragilidad celular. 
Estos factores, junto a la propagación del daño entre células adyacentes, 
explican, en gran medida, el tamaño final del infarto. 

1.2.1.1 Reenergización celular durante la reoxigenación, 
alteraciones en la homeostasis iónica y normalización del pH intracelular 

El restablecimiento del aporte de oxígeno a los cardiomiocitos 
supervivientes al episodio isquémico permite la reactivación de la síntesis de 
ATP por parte de la mitocondria. Además, y simultáneamente a la recuperación 
energética, el retorno del flujo sanguíneo produce un rápido lavado de los 
catabolitos depositados en el exterior de la célula, incluyendo el lactato y H+, 
con lo que se crea un brusco gradiente de pH entre los espacios intra- y 
extracelular. Esta situación la célula la intenta resolver mediante la actividad del 
intercambiador Na+/H+ y del cotransportador Na+/HCO3-, que tratan de 
normalizar el pH intracelular. Sin embargo, la actividad de ambos 
transportadores de membrana empeora la sobrecarga de Na+ intracelular (van 
Borren et al., 2004). Este exceso de Na+ es de difícil extrusión por parte de la 
ATPasa Na+/K+ sarcolemal, pues, a pesar de que ya hay energía para su 
funcionamiento, su estructura de anclaje a la membrana y su función han 
quedado dañadas por la activación de calpaínas dependientes de Ca2+ al inicio 
de la reperfusión (Inserte et al., 2005). El resultado es la activación, en su modo 
reverso, del intercambiador Na+/Ca2+ (Inserte et al., 2002), incrementando así 
la sobrecarga citosólica de Ca2+que se inició durante la fase de isquemia. 

La recuperación energética, por otro lado, provoca que la bomba de 
Ca2+ del retículo sarcoplásmico (SERCA) reanude su actividad. SERCA 
intentará retirar la sobrecarga de Ca2+ citosólica hacia el retículo endoplásmico 
(Siegmund et al., 1992). Sin embargo, la capacidad del mismo queda 
rápidamente saturada, lo cual llevará a un proceso de liberación de Ca2+ a 
través del receptor de rianodina. La repetición cíclica de procesos de captación 
y liberación de Ca2+ por parte del retículo llevará a oscilaciones en la 
concentración de Ca2+ citosólico (Piper et al., 2006). 

La rápida corrección del pH intracelular tiene, además, un efecto 
perjudicial añadido, debido a que la acidosis desempeña un papel 
potencialmente protector. Así, la acidosis inhibe la maquinaria contráctil 
miofibrilar, modificando la sensibilidad al Ca2+ de los miofilamentos (Marban 
and Kusuoka, 1987). Su rápida recuperación durante el inicio de la reperfusión 
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elimina este factor protector, permitiendo que las oscilaciones de Ca2+ que 
ocurren durante esta fase, en presencia de ATP, acaben provocando la 
activación contráctil excesiva del cardiomiocito. Por otro lado, la acidosis 
reduce también  la actividad del transportador Na+/Ca2+ (Chen and Li, 2012), 
con lo que durante la reperfusión se facilitaría su actividad, aumentando, con 
ello, la sobrecarga de calcio durante esta fase. 

Además de contribuir al desarrollo de la hipercontractura, las 
oscilaciones de Ca2+ pueden desencadenar a su vez oscilaciones en el 
potencial transmembrana celular, en forma de posdespolarizaciones tempranas 
o tardías, las cuales se asocian a la génesis de las arritmias por reperfusión 
(Priori et al., 1990). 

1.2.1.2 Normalización de la osmolaridad tisular 
El retorno del flujo sanguíneo durante la reperfusión provoca que el 

exceso de los catabolitos procedentes del metabolismo anaerobio, acumulados 
en el espacio extracelular durante la isquemia, sea rápidamente lavado, 
generándose un gradiente osmótico transarcolemal. Este gradiente, junto a la 
alta concentración de Na+ intracelular, va a favorecer la entrada de agua hacia 
el citoplasma, provocando edema celular (García-Dorado et al., 1992b; Piper et 
al., 1998). Todo ello desencadenará un aumento en el volumen de la célula, y 
por tanto de la presión osmótica, que contribuirá al aumento del estrés 
mecánico causante de la rotura sarcolemal. 

1.2.1.3 Incremento de la fragilidad del citoesqueleto 
El aumento del volumen celular y la hipercontractura, que causan el 

estrés mecánico que puede conducir a la rotura del sarcolema, ocurren, 
además, en una situación en la que se produce un incremento en la fragilidad 
de estructuras celulares como el citoesqueleto. En este aumento de la 
fragilidad celular juegan un papel muy importante las calpaínas, una familia de 
cisteín proteasas no lisosomales dependientes del Ca2+. Su activación durante 
la reperfusión, debida a la sobrecarga de este catión, genera una importante 
degradación de proteínas del citoesqueleto (Zhang et al., 2006b; Inserte et al., 
2012; Neuhof and Neuhof, 2014), que favorece, junto a los factores 
mencionados anteriormente, que se produzca la pérdida de la integridad celular 
(Ruiz-Meana et al., 1995). 

1.2.1.4 Propagación del daño celular a través de las “gap 
junctions” 

Las uniones tipo gap (“gap junctions”) son áreas especializadas de la 
membrana plasmática, formadas por canales que conectan el citoplasma de 
dos células contiguas (Herve and Derangeon, 2013). Estos canales están 
formados por una familia de proteínas transmembrana denominadas conexinas 
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(Rodríguez-Sinovas et al., 2007b), siendo la conexina 43 (Cx43) la isoforma 
predominante en el miocardio. Seis monómeros de conexina forman un 
hemicanal en la membrana plasmática de un cardiomiocito, y la interacción 
entre los dominios extracelulares de dos hemicanales provenientes de células 
adyacentes constituyen un canal intercelular. 

En los cardiomiocitos, estas uniones aparecen como placas 
conteniendo miles de canales. Estas placas se hallan típicamente en los discos 
intercalares, situados en los extremos celulares (Revel and Karnovsky, 1967; 
Severs, 1990), siendo su principal función la de transmitir correctamente el 
impulso eléctrico, permitiendo la contracción coordinada del órgano (Severs et 
al., 2004; Dhillon et al., 2013). Su importancia en la propagación del impulso 
eléctrico ha quedado demostrada mediante estudios experimentales en los que 
se ha observado que la reducción de la expresión de Cx43 en modelos 
transgénicos se asocia a un incremento en la incidencia de arritmias 
ventriculares, tanto inducibles como espontáneas, en situación de normoxia o 
de isquemia-reperfusión (Sánchez et al., 2011). 

Estudios más recientes permitieron demostrar que la Cx43, y los 
canales intercelulares que forma, juega un papel fundamental no sólo en el 
acoplamiento eléctrico, sino también en el químico, permitiendo la propagación 
del daño por reperfusión entre células adyacentes. Las uniones tipo gap son 
permeables a metabolitos con un peso molecular inferior a 1500 Da, incluyendo 
diversos cationes. De hecho, se ha demostrado que los cambios en las 
concentraciones de Na+ que ocurren durante la reperfusión, pueden 
propagarse a las células vecinas (Ruiz-Meana et al., 1999), en las cuales se 
activaría la forma reversa del intercambiador Na+/Ca2+, propagándose así el 
daño por reperfusión (García-Dorado et al., 2004; Rodríguez-Sinovas et al., 
2012). Aunque la propagación de los cambios iónicos puede tener lugar 
también durante los primeros momentos del insulto isquémico (Rodríguez-
Sinovas et al., 2006b), parece ser especialmente relevante durante la 
reperfusión (Rodríguez-Sinovas et al., 2004), ya que la acidosis que ocurre 
durante la isquemia provoca el cierre de estos canales (Liu et al., 1993).  

1.2.2 La apertura del poro de transición mitocondrial (mPTP) 
El mPTP es un canal multiprotéico de alta permeabilidad, poco 

selectivo (permeable a moléculas <1.5 kDa), localizado en la membrana interna 
de la mitocondria, cuya composición no ha sido todavía clarificada, y que 
permite la conexión directa entre la matriz mitocondrial y el espacio 
intermembrana (Halestrap, 2009). En condiciones fisiológicas este canal 
permanece normalmente cerrado, ya que su apertura disipa el potencial 
electroquímico de la membrana mitocondrial, detiene la síntesis de ATP por 
desacoplamiento de la fosforilación oxidativa e hidroliza el ATP presente, y 
causa edema y rotura mitocondrial, facilitando que se liberen al citosol 
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elementos mitocondriales, como citocromo C o el propio Ca2+ (Di Lisa et al., 
2001; Weiss et al., 2003; Honda et al., 2005; Halestrap and Richardson, 2015).  

La apertura de este canal queda inhibida durante la isquemia pues lo 
impide la acidosis intracelular (Griffiths and Halestrap, 1995). Por contra, en la 
reperfusión este poro se abre porque se reúnen multitud de factores favorables 
a ello (Seidlmayer et al., 2015), tales como la sobrecarga de calcio, la elevada 
concentración de fosfato, la depleción energética, y el elevado estrés oxidativo 
por el aumento de especies reactivas del oxígeno (ROS) (Crompton, 1999; 
Halestrap et al., 2004). De hecho, durante la reperfusión se produce una 
producción exagerada de ROS, debida, en parte, a la activación de enzimas 
citosólicos como la xantina oxidasa, o NADPH oxidasas (Thompson-Gorman 
and Zweier, 1990; Matsushima et al., 2014). Además de este origen citosólico, 
los radicales de oxígeno también son generados por la propia actividad de la 
cadena respiratoria mitocondrial, principalmente a nivel de los complejos I y III 
(Chen et al., 2008). 

La participación del mPTP en el daño letal por reperfusión ha quedado 
demostrada en estudios en los que se han utilizado bloqueantes 
farmacológicos, como la ciclosporina A o la sangliferina A. Se trata de dos 
drogas que inhiben la apertura del mPTP a través de su unión a ciclofilina D, 
uno de los componentes de este complejo multiprotéico (Halestrap et al., 1997), 
y que son capaces de aminorar el daño por reperfusión en diversos modelos 
animales (Hausenloy et al., 2003; Argaud et al., 2005). 

La apertura del mPTP está estrechamente relacionada con el 
fenómeno de la hipercontractura. Así, las oscilaciones citoplasmáticas de Ca2+ 
favorecen la apertura del mPTP (Ruiz-Meana et al., 2009). Por otro lado, la 
apertura del mPTP puede provocar liberación de Ca2+ hacia el citosol, y por 
tanto favorecer la aparición de oscilaciones citosólicas de Ca2+ e 
hipercontractura (Ruiz-Meana et al., 2007; Abdallah et al., 2011). De hecho, 
parece que el papel relativo de la hipercontractura y la apertura del mPTP en el 
daño por reperfusión, depende de la duración del episodio isquémico. Así, la 
hipercontractura desempeñaría un papel más importante tras un episodio de 
isquemia relativamente breve, mientras que la apertura del mPTP jugaría un 
papel predominante tras insultos isquémicos prolongados (Ruiz-Meana et al., 
2011). 

1.3 CONSECUENCIAS DEL DAÑO POR ISQUEMIA-REPERFUSIÓN 
Como hemos mencionado antes, el tratamiento de elección en 

pacientes con síndrome coronario agudo con elevación del segmento ST 
(SCAEST), es realizar la reperfusión lo más rápidamente posible, con el objeto 
de salvar el miocardio viable, limitar el tamaño del infarto, preservar la función 
sistólica del ventrículo izquierdo y prevenir la aparición de la insuficiencia 
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cardiaca (Hausenloy and Yellon, 2013). Sin embargo, e irremediablemente, 
existe un daño producido por la propia reperfusión que se manifiesta de cuatro 
formas distintas, siendo algunas reversibles y otras irreversibles (Hausenloy 
and Yellon, 2013). 

1.3.1 Manifestaciones reversibles del daño por reperfusión 
1.3.1.1 Arritmias inducidas por la reperfusión 
El rápido restablecimiento del flujo coronario en pacientes con SCAEST 

que son tratados con angioplastia primaria, puede venir acompañado de 
arritmias ventriculares, que normalmente desaparecen por sí solas o bien son 
fáciles de tratar (Hearse and Tosaki, 1987). 

1.3.1.2 Aturdimiento miocárdico 
El aturdimiento hace referencia a la disfunción contráctil transitoria que 

se produce en el miocardio tras una isquemia aguda. Esta forma de daño 
procede de los efectos perjudiciales del estrés oxidativo, y de la sobrecarga de 
Ca2+ intracelular sobre el aparato contráctil del cardiomiocito (Kloner et al., 
1998). 

1.3.2 Manifestaciones irreversibles del daño por reperfusión 
1.3.2.1 Obstrucción microvascular 
Este fenómeno se describe como la imposibilidad de reperfundir una 

región que previamente ha estado en isquemia (Krug et al., 1966). Los factores 
que están implicados son diversos, e incluyen, entre otros, daño capilar con 
alteración en la vasodilatación y edema, comprensión externa por el aumento 
de tamaño de células endoteliales y cardiomiocitos, microembolización a partir 
de material friable que se desprende de la placa aterosclerótica, pequeños 
trombos formados por plaquetas, y liberación de sustancias trombogénicas y 
vasomotoras (Luo and Wu, 2006; Ito, 2006; Heusch et al., 2009).  

La obstrucción microvascular se asocia con infartos mayores, menores 
fracciones de eyección del ventrículo izquierdo tras la reperfusión, remodelado 
adverso y peores resultados clínicos (Hombach et al., 2005). Además, en los 
casos más severos, el daño producido en el endotelio puede llegar a producir 
extravasación de sangre hacia el espacio intersticial, lo que provocaría 
hemorragia miocárdica dentro del área del infarto (Ganame et al., 2009). 

1.3.2.2 Daño letal por reperfusión 
Se trata de la muerte de los cardiomiocitos inducida por la propia 

reperfusión, siendo los efectores finales principalmente implicados, como ya 
hemos comentado, la hipercontractura y la apertura del mPTP (Piper et al., 
1998; Yellon and Hausenloy, 2007). Fue la observación de que intervenciones 
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terapéuticas aplicadas sólo en el inicio de la reperfusión conseguían disminuir 
hasta en un 50% el tamaño del infarto, la que demostró la existencia del daño 
letal por la reperfusión, que se sumaría al causado por la propia isquemia 
(Piper et al., 1998; Yellon and Hausenloy, 2007). 
 



INTRODUCCIÓN 

25 
 

2 Estrategias terapéuticas farmacológicas frente al daño por 
reperfusión 

Si bien es cierto que los mecanismos causantes del daño celular por 
reperfusión no son completamente conocidos, las investigaciones desarrolladas 
hasta el momento han permitido establecer algunas dianas terapéuticas, cuya 
validez ha sido testada en estudios experimentales. A la luz de los resultados 
obtenidos a partir de estos estudios, son varios los ensayos clínicos que se han 
llevado a cabo para averiguar si los efectos cardioprotectores descubiertos 
pueden traducirse en terapias útiles en humanos (Vander Heide and 
Steenbergen, 2013). Sin embargo, gran parte de estos ensayos clínicos han 
dado lugar a resultados negativos o inconsistentes (Rodríguez-Sinovas et al., 
2007a). En la actualidad, por tanto, ante un paciente con infarto agudo de 
miocardio, el tratamiento de elección es realizar la reperfusión a la mayor 
brevedad posible (Boateng and Sanborn, 2013). Los primeros estudios que 
demostraron la importancia de la reperfusión temprana (Van de Werf, 2014), se 
realizaron a principios de los años setenta, en modelos caninos. En ellos se 
demostró que este procedimiento era capaz de salvar parte del miocardio 
infartado (Ginks et al., 1972; Maroko et al., 1972a). Más tarde, y pese a ser una 
cuestión ampliamente debatida en la época (Braunwald and Kloner, 1985), se 
establecería la existencia de un daño producido por la propia reperfusión, 
denominado daño letal por reperfusión (Piper et al., 1998).  

La identificación de parte de los mecanismos celulares causantes de la 
muerte celular ha permitido ir conociendo algunas de las dianas terapéuticas 
sobre las que sería posible incidir, y poner en marcha, por tanto, nuevos 
estudios con finalidad cardioprotectora, primero en modelos animales y más 
tarde a través de ensayos clínicos en pacientes (Ibañez et al., 2015). A 
continuación se resumen las principales estrategias cardioprotectoras 
investigadas en modelos experimentales, dirigidas contra estas dianas 
establecidas, así como los principales ensayos clínicos relacionados que se 
han desarrollado en pacientes. 

2.1 INTERFERENCIA CON LA RECUPERACIÓN DEL pH 
INTRACELULAR DURANTE LA REPERFUSIÓN 

La acidosis intracelular producida durante la isquemia inhibe muchos 
de los mecanismos implicados en el daño por reperfusión, como la 
contractilidad miofibrilar que causa la hipercontractura dependiente de Ca2+, la 
formación del mPTP, la activación de las calpaínas y la propagación de la 
muerte celular a través de las uniones tipo gap (Inserte et al., 2011b). Por 
dichos motivos, retrasar la recuperación del pH intracelular durante los 
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primeros momentos de la reperfusión debería tener efectos protectores, 
disminuyendo la hipercontractura e impidiendo la apertura del mPTP y la 
activación de las calpaínas. Se han investigado dos aproximaciones distintas 
para lograr ralentizar la recuperación del pH intracelular hasta valores 
fisiológicos. Por un lado, utilizando tampones ácidos en el momento de la 
reperfusión (Qiao et al., 2013), y por otro, prolongando la acidosis mediante el 
bloqueo del intercambiador sarcolemal Na+/H+ (Masereel et al., 2003; 
Karmazyn, 2013). 

Respecto a la primera aproximación, se ha demostrado que la 
prolongación directa de la acidosis durante el inicio de la reperfusión, utilizando 
infusiones transitorias de tampones con un pH bajo, es capaz de reducir la 
muerte celular y el tamaño del infarto en diferentes modelos experimentales, 
como en cardiomiocitos aislados (Bond et al., 1991; Ruiz-Meana et al., 2004), 
en preparaciones de corazón aislado (Kaplan et al., 1995; Ruiz-Meana et al., 
2004; Inserte et al., 2008) y en modelos de corazón in situ (Kitakaze et al., 
1997; Rodríguez-Sinovas et al., 2009). Por otro lado, la utilización de 
inhibidores del transportador Na+/H+, tales como la amilorida, cariporida 
(HOE642), eniporida (EMD96785) (Scholz et al., 1995; ten Hove et al., 2003; 
Zhou et al., 2008), sabiporida (Touret et al., 2003), benzamida (BIIB-513) (An et 
al., 2001) o el SM-20550 (Yamada et al., 2002) permite también retrasar la 
recuperación del pH durante la reperfusión, así como disminuir la sobrecarga 
de Na+ y Ca2+ (Stromer et al., 2000; An et al., 2001; Portman et al., 2001), 
efectos asociados a reducciones en el desarrollo de hipercontractura y en la 
muerte celular durante la reperfusión. Sin embargo, muchos de estos 
inhibidores parecen ser sólo efectivos cuando se administraban antes de la 
isquemia, pero no cuando únicamente se dan en el momento de la reperfusión 
(García-Dorado et al., 1997a; Klein et al., 2000). Concretamente, la cariporida 
ejerce una potente acción anti-isquémica, retrasando la aparición del rigor 
isquémico y del desacoplamiento intercelular (García-Dorado et al., 1997a; 
Ruiz-Meana et al., 2000; Rodríguez-Sinovas et al., 2003), efectos que podrían 
explicarse por su acción sobre la mitocondria, ya que preserva el gradiente de 
protones y retrasa el agotamiento del ATP durante la isquemia en 
cardiomiocitos aislados de ratón (Ruiz-Meana et al., 2003). 

Además de su efecto beneficioso sobre el tamaño del infarto, la 
inhibición del transportador Na+/H+ reduce la génesis de arritmias tanto durante  
la fase de isquemia (Gumina et al., 2000) como durante la reperfusión. Sin 
embargo, este no parece ser el caso de la infusión de soluciones ácidas. De 
hecho, en un modelo porcino in situ de isquemia transitoria seguida de 
reperfusión, la infusión de una solución de Krebs ácida durante los primeros 
minutos de la reinstauración del flujo coronario se asoció con un incremento en 
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la incidencia de fibrilación ventricular durante la reperfusión (Rodríguez-Sinovas 
et al., 2009). 

La estrategia farmacológica del uso de inhibidores del intercambiador 
Na+/H+ ha sido ampliamente investigada también en el área clínica. Un 
pequeño ensayo con 100 pacientes mostró que la cariporida administrada 
intravenosamente antes de la reperfusión incrementaba la fracción de 
eyección, resultando, así, beneficiosa contra el daño por isquemia-reperfusión 
(Rupprecht et al., 2000). Estos resultados dieron pie a ensayos clínicos 
incluyendo un mayor número de pacientes, como fue el caso del estudio 
GUARDIAN (n=11590) (también con cariporida) donde, desgraciadamente, no 
se observaron efectos sobre la incidencia de muerte o infarto a los 36 días de 
la terapia con trombolisis o con revascularización percutánea (Theroux et al., 
2000). No obstante, en un subgrupo de pacientes del estudio GUARDIAN, a los 
que se les sometió a cirugía de revascularización coronaria, sí que se observó 
una reducción significativa del riesgo relativo de muerte o infarto cuando les era 
administrada la dosis más alta (Theroux et al., 2000). Este hecho podría sugerir 
que el efecto cardioprotector de los inhibidores del intercambiador Na+/H+ 
ocurría sólo cuando se administraban con anterioridad al evento isquémico 
(Boyce et al., 2003), tal y como también se había confirmado en los estudios 
experimentales (Klein et al., 2000; Rodríguez-Sinovas et al., 2003). Otro 
ejemplo de estudio con falta de eficacia fue el ESCAMI (n=1389), con la 
administración de eniporida durante la reperfusión. Este ensayo tampoco fue 
capaz de demostrar ningún beneficio sobre la mortalidad, insuficiencia cardiaca 
o arritmias (Zeymer et al., 2001). 

2.2 REDUCCIÓN DE LA SOBRECARGA DE CALCIO CITOSÓLICA 
DURANTE LA REPERFUSIÓN 

La manera más sencilla de disminuir la sobrecarga de Ca2+ consiste en 
administrar soluciones con bajas concentraciones de este catión durante los 
primeros minutos de la reperfusión. No obstante, esta opción ha quedado 
principalmente limitada a estudios de protección mediante estrategias 
cardioplégicas (Chen, 1996). Así, la administración de una solución pobre en 
Ca2+ (0.25 mM) durante los primeros momentos de la reperfusión mejoró la 
función ventricular postisquémica en corazones aislados de rata (Fukuhiro et 
al., 2000).  

Una alternativa a esta estrategia es utilizar bloqueantes de los canales 
de Ca2+ tipo L (Viola et al., 2009), como el diltiazem, ya que se han probado 
sus efectos limitando el daño miocárdico irreversible o el aturdimiento, tanto 
cuando se administran antes de la isquemia como previamente a la reperfusión 
(García-Dorado et al., 1987b; Higginson et al., 1991). Por otra parte, el 
magnesio (Mg2+) también posee propiedades bloqueantes del mencionado 
canal, habiéndose demostrado que es capaz de reducir el tamaño del infarto en 



INTRODUCCIÓN 

28 
 

diferentes especies cuando se administra en el momento de la reperfusión 
(Christensen et al., 1995; Herzog et al., 1995; Imura et al., 2011; Mirica et al., 
2013). Sin embargo, parte de la efectividad de este último podría deberse a sus 
acciones sobre las especies reactivas del oxígeno (Maulik et al., 1999; Quan et 
al., 2013). 

Probablemente, sin embargo, la opción más interesante para reducir la 
sobrecarga de calcio que se produce al inicio de la reperfusión sea el bloqueo 
directo del intercambiador Na+/Ca2+ (Iwamoto et al., 2007; Toth et al., 2009). 
Así, su inhibición mediante KB-R7943 demostró ejercer un efecto protector 
contra el daño por reperfusión, cuando se administraba tras la isquemia, en 
cardiomiocitos aislados, corazón aislado de rata y corazón porcino in situ 
(Schafer et al., 2001; Inserte et al., 2002; Ren et al., 2014). Estos efectos se 
asociaron con una reducción en el desarrollo de hipercontractura y en las 
oscilaciones citosólicas de Ca2+. Además, la administración del KB-R7943 
también ejerce un efecto protector frente a  las arritmias de la reperfusión (tanto 
taquicardias como fibrilaciones ventriculares), al menos cuando se administra 
previamente a la isquemia en corazones aislados de conejo (Elias et al., 2001). 

En cuanto a las primeras intervenciones farmacológicas investigadas 
en pacientes con SCAEST aparecen los bloqueantes de los canales de calcio, 
aunque las evidencias clínicas de su posible efecto cardioprotector son 
cuestionables, en parte debido a la inexistencia de grandes estudios clínicos 
(Dirksen et al., 2007). De este modo, en dos pequeños ensayos aleatorizados, 
tanto la administración intracoronaria de nisoldipina (n=36) al principio de la 
reperfusión miocárdica (Sheiban et al., 1997), como la administración 
intravenosa de diltiazem (n=90) previa a la reperfusión (Pizzetti et al., 2001), 
mejoró la función del ventrículo izquierdo, y en el último caso, además, redujo 
el pico de creatina quinasa, asociándose a una reducción en el tamaño del 
infarto. Sin embargo, el estudio DATA (n=59), también con administración 
intravenosa de diltiazem, no presentó diferencias ni en la fracción de eyección 
ni en la liberación de enzimas marcadoras de infarto, aunque sí redujo los 
eventos cardiacos adversos a los 35 días (Theroux et al., 1998). 

De igual forma, tampoco existen datos concluyentes sobre la utilidad 
del ión magnesio como agente cardioprotector, pese a que sí se han realizado 
ensayos de mayor envergadura. Aunque el estudio LIMIT-2 (n=2316), que 
contemplaba la administración intravenosa de MgSO4 antes de la reperfusión, 
logró demostrar una reducción en la mortalidad a los 28 días, no se hallaron 
diferencias en la liberación de enzimas (Woods et al., 1992). Por otro lado, no 
se observaron beneficios en la mortalidad o en la función cardiaca en otros dos 
grandes ensayos, ISIS-4 y MAGIC, sumando, entre ambos, más de 60000 
individuos (Grober et al., 2015). 
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Por otro lado, en el ensayo CASTEMI (n=387), la administración 
intravenosa de caldaret (un modulador del manejo del calcio intracelular, que 
inhibe su entrada a través del intercambiador Na+/Ca2+, y que también provoca 
su extracción desde el citosol hacia el retículo) después del inicio de la 
isquemia, no demostró ser capaz de modificar el tamaño del infarto ni la 
fracción de eyección en pacientes con SCAEST tratados con angioplastia 
primaria (Bar et al., 2006). La misma falta de eficacia mostró este compuesto 
en el estudio EVOLVE sobre una población de 141 pacientes con SCAEST que 
también fueron sometidos a angioplastia primaria (Jang et al., 2008). 

2.3 REDUCCIÓN DE LAS OSCILACIONES CITOPLASMÁTICAS DE 
CALCIO MEDIANTE MODULACIÓN DE LA FUNCIÓN DEL RETÍCULO 
ENDOPLASMÁTICO  

Además de reducir la sobrecarga citosólica de calcio, se puede actuar 
directamente sobre las oscilaciones en las concentraciones de este ión que se 
producen durante la reperfusión (Piper et al., 2006). Por un lado, y en relación a 
la captación de calcio por parte del retículo sarcoplasmático, se ha visto que el 
bloqueo farmacológico de la Ca2+-ATPasa (SERCA) con halotano reduce la 
incidencia de hipercontractura en miocitos aislados reoxigenados (Siegmund et 
al., 1997). Además, la administración de halotano durante la reperfusión fue 
capaz de reducir significativamente el tamaño del infarto en un protocolo de 
isquemia-reperfusión in vivo en conejo (Schlack et al., 1997), aunque se ha 
propuesto que, en parte, la protección que ejerce este anestésico volátil podría 
explicarse también por su interacción con las gap junctions (Rodríguez-Sinovas 
et al., 2004). Otros inhibidores de SERCA, como el ácido ciclopiazónico 
(Seidler et al., 1989), también han demostrado ejercer efectos 
cardioprotectores en estudios en miocardio aislado de conejo, aunque en este 
caso los efectos desaparecían cuando se administraba sólo durante la 
reperfusión (Avellanal et al., 1998). Además, los efectos protectores se 
extienden a acciones sobre las arritmias de reperfusión, como se ha 
demostrado con varios inhibidores de SERCA, como ácido ciclopiazónico o 
tapsigarguina, administrados antes de la isquemia y durante la reperfusión (du 
Toit and Opie, 1994).  

Por otro lado, la modulación de la extrusión de Ca2+ desde el retículo 
sarcoplasmático al citosol produce, también, efectos cardioprotectores 
(Fauconnier et al., 2013). Así, bloqueantes como la rianodina, administrados 
durante todo el experimento, redujeron la incidencia de arritmias ventriculares, 
tanto durante la isquemia como durante la reperfusión, en corazones aislados 
de rata (Thandroyen et al., 1988). Otros autores han demostrado una mejora en 
la función cardiaca en corazones aislados de conejo tratados con rianodina y 
sometidos a isquemia-reperfusión, respecto al grupo control (Akita et al., 1993). 
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2.4 INHIBIDORES CONTRÁCTILES 
Existen algunos fármacos capaces de inhibir directamente la 

maquinaria contráctil de la célula durante los primeros minutos de la 
reperfusión, como la 2,3-butanodiona monoxima (BDM) o la blebistatina.  La 
BDM es un inhibidor reversible, no competitivo, de la miosina II-ATPasa (Chung 
et al., 2015), capaz de atenuar el desarrollo de hipercontractura en 
cardiomiocitos aislados sometidos a isquemia simulada y reoxigenación 
(Siegmund et al., 1991), y de ejercer protección contra el daño por isquemia-
reperfusión en corazones aislados de rata (Tani et al., 1996). Además, estudios 
in situ, en un modelo de isquemia regional en corazón de cerdo, permitieron 
demostrar que el tratamiento intracoronario con BDM, administrada durante los 
primeros minutos de la reperfusión, reducía el desarrollo de hipercontractura, 
efecto que se asociaba con una disminución significativa del tamaño del infarto 
(García-Dorado et al., 1992a). Resultados similares se han obtenido también 
en otras especies, como en el modelo de corazón de perro in situ, donde la 
administración de BDM también logró reducir las dimensiones del miocardio 
infartado (Schlack et al., 1994). 

La blebistatina es un inhibidor específico para las isoformas de miosina 
II no musculares y del músculo esquelético, que produce desacoplamiento del 
proceso de excitación-contracción sin afectar a otras propiedades del 
cardiomiocito, como pueden ser las características del potencial de acción 
(Fedorov et al., 2007; Dou et al., 2007). La blebistatina reduce la incidencia de 
taquicardia ventricular en corazones de ratón con infarto crónico, y ha sido 
utilizada para llevar a cabo múltiples ensayos electrofisiológicos en modelos 
murinos y lagomorfos de corazón aislado (Fedorov et al., 2007; Brack et al., 
2013). Al igual que pasaba con la BDM, la administración de blebistatina 
durante los primeros minutos de la reperfusión en corazones aislados de rata 
se ha asociado con una reducción del desarrollo de hipercontractura durante la 
misma y con una disminución de la muerte celular, determinada mediante 
liberación de lactato deshidrogenasa (LDH) (Inserte et al., 2013). 

2.5 INHIBIDORES DE PROTEASAS 
Las proteasas dependientes de calcio, como las calpaínas, 

permanecen inhibidas durante la isquemia por la acidosis intracelular que se 
produce durante esta fase, pero se reactivan con el restablecimiento del pH al 
principio de la reperfusión (Inserte et al., 2009; Neuhof and Neuhof, 2014). Una 
vez activadas son capaces de degradar proteínas estructurales del sistema de 
anclaje entre el sarcolema y el citoesqueleto, como la -fodrina y la anquirina-
B, aumentando la fragilidad de ambos (Inserte et al., 2004). Además, también 
queda dañado el anclaje de la Na+/K+ ATPasa a la membrana, y por tanto 
perjudica su función normal (Singh and Dhalla, 2010). Se ha demostrado que la 
administración de MDL-7943, un inhibidor de la actividad de las calpaínas, 
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consigue atenuar el daño por reperfusión, efecto asociado a la conservación de 
-fodrina y de anquirina-B, y a protección de la actividad de la Na+/K+ ATPasa 
(Inserte et al., 2005). Asimismo, el uso de otros inhibidores de calpaínas, como 
el MDL-28170, también ha probado ser beneficioso limitando el tamaño del 
infarto en corazón aislado de rata (Hernando et al., 2010). Otros inhibidores de 
las calpaínas, cuyo desarrollo ha sido más reciente, como es el caso del SNJ-
1945 (Koumura et al., 2008), han demostrado ejercer efectos cardioprotectores 
frente al daño por reperfusión en modelos de paro cardíaco mediante 
cardioplegia realizado en preparaciones aisladas de corazón de rata 
(Yoshikawa et al., 2010), así como en modelos de corazón de rata in situ tras 
isquemias breves seguidas de reperfusión (Takeshita et al., 2013). 

Además del uso de moléculas que logran detener la actividad de las 
calpaínas, existen inhibidores de otras proteasas que podrían ser útiles contra 
el daño por reperfusión. Es el caso de la aprotinina, un inhibidor de serín 
proteasas que ha demostrado efectos similares reduciendo el tamaño del 
infarto al ser administrada in situ en corazón de cerdo (Khan et al., 2004). 

2.6 INHIBIDORES DE LOS CANALES DE Cx43 
Diversos estudios han puesto de manifiesto que la extensión de la 

hipercontractura y de la muerte celular, que se produce en el miocardio durante 
la reperfusión, puede ser en parte reducida con fármacos que actúen 
inhibiendo los canales formados por Cx43 (Rodríguez-Sinovas et al., 2012; 
Schulz et al., 2015). Sin embargo, muchas de las moléculas inhibidoras de las 
conexinas son, en general, poco selectivas, y tienen efectos también sobre 
otras dianas intracelulares, lo cual dificulta la correcta interpretación de los 
resultados (Bodendiek and Raman, 2010).  

Es el caso del heptanol, cuya administración durante la reperfusión ha 
logrado limitar la propagación de la hipercontractura en cardiomiocitos aislados 
y la necrosis en corazones in situ de cerdo y aislados de rata sometidos a 
isquemia transitoria (García-Dorado et al., 1997b; Rodríguez-Sinovas et al., 
2004). Un caso parecido ocurre con el halotano (Rodríguez-Sinovas et al., 
2004), otro bloqueante de las uniones tipo gap que, además, puede intervenir 
inhibiendo las oscilaciones de Ca2+ en el citosol, actuando sobre el retículo 
sarcoplasmático, y reduciendo así la hipercontractura (Siegmund et al., 1997). 
Por otro lado, la administración de heptanol previamente a la isquemia ejerce 
también un efecto protector reduciendo la incidencia de arritmias ventriculares 
en corazón aislado de rata (Sun et al., 2014), así como el tamaño del infarto 
(Rodríguez-Sinovas et al., 2006b). Sin embargo, la protección provocada por el 
pretratamiento con heptanol puede deberse a sus acciones antiisquémicas, ya 
que su administración previa retrasa la aparición del rigor isquémico y del 
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desacoplamiento eléctrico y reduce la sobrecarga de Ca2+ que ocurre durante 
la isquemia (Rodríguez-Sinovas et al., 2006b). 

Otros inhibidores de las uniones tipo gap también han demostrado ser 
eficaces frente al daño por reperfusión cuando se administran tras el episodio 
de isquemia. Sería el caso del ácido palmitoleico o del ácido glicirretínico (y sus 
derivados, como la carbenoxolona), cuya administración al inicio de la 
reperfusión lograron atenuar el daño letal en preparaciones de miocardio de 
rata en un modelo de corazón aislado de Langendorff (Rodríguez-Sinovas et 
al., 2004; Schulz et al., 2015). 

Sin embargo, la falta de especificidad de muchas de estas moléculas 
inhibidoras, ha despertado el interés en la búsqueda de nuevos agentes con 
acciones más selectivas. Recientemente se han desarrollado una serie de 
péptidos sintéticos que mimetizan la estructura de determinadas regiones de la 
propia conexina 43, y que se comportan como bloqueantes específicos de los 
canales de esta proteína (Schulz et al., 2015). Un ejemplo son los péptidos 
Gap26 y/o el Gap27, capaces de interactuar con zonas concretas  del primer o 
segundo lazo extracelular, respectivamente, de la molécula de Cx43, 
impidiendo la interacción de un hemicanal de Cx43 con el de la célula vecina, y 
previniendo, de esta manera, la formación de los canales de las uniones tipo 
gap (Evans and Boitano, 2001). Existen estudios donde se ha visto que la 
administración de Gap26 después de una isquemia regional es capaz de 
reducir el tamaño del infarto en corazones aislados de rata sometidos a 
isquemia-reperfusión, y de aumentar la supervivencia en cardiomiocitos 
aislados sometidos a un protocolo de la misma naturaleza (Hawat et al., 2010).  

Los bloqueantes convencionales de conexina no son capaces de 
distinguir entre acciones sobre los canales de las uniones tipo gap o sobre los 
hemicanales. Algo similar puede ocurrir también con los péptidos miméticos. 
De hecho, se ha demostrado que Gap26/27 también son capaces de inhibir los 
hemicanales de conexina (Braet et al., 2003). Por tanto, no se puede descartar 
que parte de las acciones de todas estas drogas sean debidas a sus acciones 
sobre los hemicanales en vez de sobre los canales de las uniones tipo gap. De 
hecho, la apertura descontrolada de los hemicanales en el sarcolema podría 
ser dañina para el miocardio, al alterar el equilibrio iónico, facilitando la 
aparición de edema celular y permitiendo la pérdida de metabolitos críticos 
(Wang et al., 2013). Para poder diferenciar entre ambas posibilidades, más 
recientemente se han desarrollado dos nuevos péptidos miméticos, L2 y 
Gap19, selectivos sobre los hemicanales, pero sin actividad sobre los canales 
de las uniones tipo gap, que interaccionan con los dominios intracelulares de la 
Cx43. En estudios realizados con Gap19, se ha comprobado que este péptido 
es cardioprotector en un modelo de isquemia-reperfusión miocárdica in vivo en 
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ratón, apoyando, que la participación de la Cx43 en el daño por reperfusión es, 
al menos en parte, mediada a través de los hemicanales (Wang et al., 2013). 

2.7 INHIBIDORES DE LA APERTURA DEL mPTP 
La apertura del poro de transición mitocondrial (mPTP), localizado en la 

membrana interna de la mitocondria, es un importante evento que se 
desencadena por multitud de factores que se dan en el miocardio reperfundido 
tras un periodo de isquemia, y que es causante de daños irreversibles en la 
célula. Impedir de forma directa su apertura es una estrategia cardioprotectora 
que ha suscitado y dirigido el interés de numerosas investigaciones (Bernardi 
and Di Lisa, 2015).  

Una de las primeras moléculas en describirse como bloqueante de este 
megacanal fue la ciclosporina A (Szabo and Zoratti, 1991). Este fármaco se 
utiliza en la práctica clínica como un potente inmunosupresor, capaz de reducir 
el riesgo de rechazo tras un trasplante de un órgano (Cohen et al., 1984; 
Molnar et al., 2015). Su acción inmunosupresora radica en su unión a las 
ciclofilinas y sus efectos inhibiendo la calcineurina, una proteín fosfatasa 
activada por calcio (Liu et al., 1991). Las ciclofilinas son proteínas ubicuas, de 
estructura bien conservada, que poseen actividad enzimática del tipo 
peptidilprolil cis-trans isomerasa (Fischer et al., 1989; Takahashi et al., 1989). 
Esta actividad enzimática de las ciclofilinas es inhibida por la ciclosporina A 
(Borel et al., 1977), y es el complejo formado por ciclosporina A con la isoforma 
citosólica ciclofilina A el que inhibe a su vez a la calcineurina (Liu et al., 1991). 

En relación a la inhibición de la apertura del mPTP, la acción de la 
ciclosporina A está asociada a su interacción con la ciclofilina, concretamente 
con la isoforma mitocondrial, la ciclofilina D (Wang and Heitman, 2005). La 
ciclofilina D modula la apertura del poro de transición de permeabilidad, pero no 
es un componente estructural del mismo (Basso et al., 2005). Diversos estudios 
han revelado el efecto cardioprotector de la ciclosporina A frente al daño por 
reperfusión en varios modelos animales (Bunger and Mallet, 2013). Es el caso 
de la administración de esta droga en corazón in situ de cerdo (Skyschally et 
al., 2010) y de conejo (Argaud et al., 2005), observándose una reducción 
significativa del tamaño del infarto. También en corazón aislado de rata se ha 
visto su efecto cardioprotector, mejorando la recuperación funcional del 
ventrículo izquierdo tras el periodo de isquemia-reperfusión (Griffiths and 
Halestrap, 1993). Además, se ha observado protección en cardiomiocitos de 
perro aislados, mejorando la función respiratoria mitocondrial (Sharov et al., 
2007). Más allá, se ha comprobado su efecto protector, tras hipoxia-
reoxigenación, en miocitos aislados a partir de muestras de trabécula auricular 
de pacientes que habían sido sometidos a cirugía de bypass coronario, 
observándose mayor supervivencia en las células que habían sido tratadas con 
ciclosporina A al inicio de la reoxigenación (Shanmuganathan et al., 2005). 
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La eficacia de la inhibición de la apertura del mPTP frente al daño por 
reperfusión se ha confirmado mediante el uso de otras drogas, como la 
sangliferina A. Esta droga también interacciona con ciclofilina D, pero en un 
dominio distinto al de la ciclosporina A (Clarke et al., 2002). La administración 
de sangliferina A durante los primeros momentos de la reperfusión es capaz de 
reducir el tamaño del infarto en corazones aislados de rata (Hausenloy et al., 
2003), efecto asociado con un aumento en los niveles de ROS requeridos para 
inducir despolarización de las mitocondrias, una medida indirecta de apertura 
del mPTP. Otros estudios realizados con la sangliferina A comprenden 
resultados como una mejora en la supervivencia de cardiomiocitos aislados a 
partir de aurículas de pacientes de cirugía cardíaca, sometidos in vitro a 
hipoxia-reoxigenación (Shanmuganathan et al., 2005), o como la reducción en 
el tamaño del infarto al ser administrada in situ en corazón de conejo (Argaud 
et al., 2005). 

Más recientemente se han hallado otras moléculas con capacidad para 
inhibir el mPTP. Sin embargo, su relativa novedad hace que los estudios sobre 
cardioprotección aun sean escasos. Es el caso de la antamadina (Azzolin et al., 
2011), obtenida de Amanita phalloides, el esfingolípido ceramida (Novgorodov 
et al., 2008), o el tetrapéptido denominado bendavia (Brown et al., 2014). 

En lo referente a ensayos clínicos, la ciclosporina A demostró, en un 
ensayo piloto (n=58), que era capaz de reducir el tamaño del infarto en 
pacientes con SCAEST, determinado mediante resonancia magnética a los 5 
días, cuando se administraba al inicio de la reperfusión (Piot et al., 2008). Dicha 
reducción persistía a los seis meses del evento isquémico (Mewton et al., 
2010). Estos trabajos han dado lugar al desarrollo de un gran estudio europeo, 
el ensayo multicéntrico CIRCUS (n=970), en el que se analizaban los efectos 
de la administración intravenosa de ciclosporina A en pacientes con SCAEST 
sometidos a intervención percutánea. Lamentablemente, en este ensayo clínico 
la ciclosporina no fue capaz de reducir la incidencia de la variable combinada 
de muerte, empeoramiento de la insuficiencia cardiaca durante la 
hospitalización inicial, rehospitalización y remodelado ventricular adverso (Cung 
et al., 2015). Entre las posibles explicaciones para la falta de eficacia de la 
ciclosporina en el ensayo CIRCUS podrían incluirse que la tasa de aspiración 
de trombos fue mayor en este estudio que en los previos, que sólo se 
incluyeron pacientes con infartos anteriores, o que la droga utilizada iba 
disuelta en un vehículo lipídico que podría afectar la funcionalidad mitocondrial 
y la apertura del mPTP. 

2.8 ANTIOXIDANTES 
La generación exagerada de ROS que se producen durante los 

momentos iniciales de la reperfusión, principalmente a nivel de la cadena 
respiratoria mitocondrial, favorecen la apertura del mPTP (Di Lisa and Bernardi, 
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1998), que tan importante papel juega en el daño por reperfusión, e inducen, 
además, peroxidación lipídica y modificación en la estructura de diversas 
proteínas (Kevin et al., 2005). Esta acción oxidante, tanto sobre la membrana, 
como sobre las miofibrillas del citoesqueleto, incrementa, además, la fragilidad 
celular, colaborando, en este aspecto, con el efecto producido por la activación 
de las calpaínas (Becker, 2004). Por estas razones se ha propuesto que la 
administración de sustancias antioxidantes podría ser beneficiosa frente al 
daño por reperfusión. Sin embargo, los resultados obtenidos en diferentes 
modelos experimentales de isquemia-reperfusión han sido generalmente muy 
variables (Miura et al., 1988; Iwamoto et al., 1991; van Jaarsveld et al., 1994; 
Fantinelli et al., 2006; Yang et al., 2014). 

A pesar de que un número considerable de antioxidantes (beta 
caroteno, licopeno, vitamina C, vitamina E, coenzima Q10, etc.) han 
demostrado efectos protectores, en muchos casos sus características 
farmacocinéticas limitan su uso como agentes terapéuticos (Jain et al., 2015). 
Además, las desigualdades en sus efectos se deben, en muchos casos, a 
diferencias entre los modelos; mientras que su efecto protector se muestra 
evidente en cardiomiocitos aislados, no es tan claro en modelos animales de 
corazón aislado o in situ (Becker, 2004), pese a que también existen resultados 
positivos. Es el caso de M40403, un mimético de la superóxido dismutasa, que 
además de limitar la extensión del miocardio dañado, también fue capaz, 
cuando se administraba antes de la isquemia, de disminuir la incidencia de  
arritmias ventriculares en un modelo de rata in situ (Masini et al., 2002). 

Por otro lado, la posibilidad de interferir “in situ” con la producción de 
ROS, en vez de detoxificar los ROS ya producidos mediante el uso de 
antioxidantes, ha sido menos explorada. Así, la inhibición del complejo I de la 
cadena respiratoria con amobarbital reduce el tamaño del infarto en corazones 
aislados de rata o ratón sometidos a isquemia-reperfusión, tanto cuando se 
administra antes de la isquemia como en el momento de la reperfusión (Stewart 
et al., 2009; Xu et al., 2014). Este efecto se asoció con una menor producción 
de ROS en mitocondrias aisladas tras la restauración del flujo (Stewart et al., 
2009). 

La atenuación del estrés oxidativo mediante el uso de antioxidantes, 
como terapia para reducir el tamaño del infarto de miocardio en pacientes con 
SCAEST, también ha dado lugar a resultados contradictorios que, en general, 
no apoyan su papel cardioprotector (Perricone and Vander Heide, 2014). En un 
estudio realizado en 120 pacientes, en el que se administró superóxido 
dismutasa humana recombinante (h-SOD) previamente a la revascularización, 
ésta no modificó ni la tasa de mortalidad ni la fracción de eyección a los 10 días 
del infarto (Flaherty et al., 1994). De forma similar, el tratamiento con 
edavarona, aunque logró reducir la liberación enzimática y la incidencia de 
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arritmias durante la reperfusión, no pudo mejorar la fracción de eyección a las 
dos semanas de la revascularización, en un ensayo aleatorizado en pacientes 
con SCAEST (n=80) (Tsujita et al., 2004). Además, en un reciente meta-
análisis analizando el papel cardioprotector de diversas vitaminas 
antioxidantes, se observó que su suplementación no tenía efectos significativos 
sobre eventos cardiovasculares mayores, infarto de miocardio, muerte por 
cualquier causa, muerte cardiaca, y cualquier posible evento relacionado con el 
corazón (Ye et al., 2013). 

2.9 BETA-BLOQUEANTES 
Otra estrategia que también se ha utilizado para reducir el tamaño del 

infarto es la administración de -bloqueantes. Su eficacia reduciendo el tamaño 
del infarto se ha comprobado en diversos estudios experimentales. Así, su 
administración intravenosa en un modelo in vivo de isquemia-reperfusión 
porcino ha demostrado aumentar el miocardio salvado, así como mejorar la 
fracción de eyección del ventrículo izquierdo entre los días 4 y 22 después de 
la intervención (Ibañez et al., 2007). Posteriormente este mismo grupo observó, 
también en un modelo porcino, que la administración intravenosa de 
metroprolol antes de la reperfusión coronaria resultaba en un mayor índice de 
miocardio salvado que su administración oral iniciada tras la reperfusión 
(Ibañez et al., 2011).  

En cuanto a pacientes con SCAEST en la región anterior del corazón, 
en el reciente estudio METACARD-CNIC (n=270), la administración intravenosa 
de metoprolol, previa a la angioplastia primaria, fue capaz de reducir el tamaño 
del infarto (Ibañez et al., 2013). Este efecto beneficioso persistía incluso seis 
meses después del evento isquémico, y los pacientes tratados mostraron una 
mejora significativamente superior en la fracción de eyección (Pizarro et al., 
2014). Sin embargo, en un ensayo posterior sobre una población con SCAEST 
no restringida, la administración intravenosa de metoprolol anterior a la 
angioplastia primaria, no se asoció con una reducción en el tamaño del infarto 
(Roolvink et al., 2016). De forma similar, en el estudio COMMIT, de mayor 
tamaño (n=45852), el tratamiento con metoprolol no modificó la tasa de 
mortalidad en pacientes con SCAEST (93%) tratados mediante terapia 
fibrinolítica (Chen et al., 2005). Sin embargo, el METOCARD-CNIC parece ser 
más representativo que el anterior en cuanto al tratamiento actual de los 
pacientes con SCAEST en la región anterior del corazón, tanto en cuanto al 
seguimiento de las guías de práctica clínica, como en cuanto a los criterios de 
inclusión de los pacientes (Ibañez et al., 2015).  
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2.10 ACTIVACIÓN FARMACOLÓGICA DE LAS VÍAS ENDÓGENAS 
DE CARDIOPROTECCIÓN 

Existen fármacos que, mediante mecanismos dependientes o 
independientes de receptor, son capaces de activar en el cardiomiocito una 
serie de cascadas citosólicas protectoras, fundamentalmente formadas por 
quinasas, como son las vías RISK, SAFE, y GMPc/PKG, que pueden 
interaccionar entre sí, y que se describen a continuación. 

La vía RISK (Reperfusion Injury Salvage Kinase) es una importante 
ruta bioquímica implicada en el desarrollo cardíaco y la citoprotección (Ertracht 
et al., 2014). Está formada por un grupo de quinasas activadas de forma 
secuencial por mecanismos dependientes e independientes de receptor, y que 
acaban, en general, modulando la apertura del mPTP (Fig. 2-A) (Hausenloy 
and Yellon, 2007). Las proteínas quinasas más importantes son PI3K 
(fosfatidilinositol 3-quinasa), Akt (también llamada Proteína quinasa B, PKB) y 
Erk1/2 (Extracellular signal-regulated kinase-1/2), las cuales confieren alta 
cardioprotección cuando son activadas mediante fosforilación específicamente 
en el momento de la reperfusión miocárdica (Hausenloy and Yellon, 2004). 
También están implicadas otras muchas quinasas como GSK-3 (Glycogen 
Synthase Kinase 3) (Cohen and Frame, 2001; Park et al., 2006b), o como 
PKC (Proteína quinasa C), principalmente la isoforma PKC- (Budas et al., 
2007). 

 
 Figura 2. Principales vías implicadas en la señalización celular que conduce a la 

cardioprotección. A, vía RISK. B, vía SAFE. GPCR, Receptor acoplado a proteína 
G; IGF-1, Factor de crecimiento insulínico tipo 1; FGF-2, Factor de crecimiento de 
fibroblastos 2; IL-6, Interleuquina 6; SOD, Superóxido dismutasa; NOS, Óxido 
nítrico sintasa. Tomado de (Heusch et al., 2008). 
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Adicionalmente a la vía RISK, se ha demostrado la existencia de una 
segunda vía mediadora de la protección, e independiente de la activación de 
Akt o de ERK. Se trata de la denominada vía SAFE (Survivor Activating Factor 
Enhancement) (Lecour, 2009b), la cual implica la participación de STAT3 
(Signal Transducer and Activator of Transcription 3). STAT3 es fosforilado, y 
por tanto activado, por las JAK (Janus quinasas) (Fig. 2-B) durante la isquemia 
o isquemia/reperfusión. Las JAK son una familia de tirosín quinasas que son 
funcionales cuando determinados ligandos, como TNF (Factor de Necrosis 
Tumoral ) o factores de crecimiento, las activan a través de receptores de 
membrana (Lecour, 2009a). 

Finalmente, una tercera vía mediadora sería la del GMPc/PKG (Fig. 3). 
Está implicada en modular la velocidad de recuperación del pH intracelular 
durante la reperfusión, pero también tiene efectos sobre las oscilaciones del 
Ca2+ y sobre el mPTP (Inserte and García-Dorado, 2015). El GMPc funciona 
como un importante segundo mensajero en el cardiomiocito, y es producido a 
partir de GTP por dos tipos distintos de la enzima guanilil ciclasa (GC), 
dependiendo de su localización subcelular. La forma soluble (sGC) se 
encuentra en el citosol del cardiomiocito, y requiere la acción del óxido nítrico 
(NO) endógeno para poder sintetizar GMPc. Por otro lado, la enzima 
particulada (pGC) es una proteína integral de la membrana plasmática, y se 
activa específicamente por la unión de los péptidos natriuréticos (NP), como el 
BNP o el ANP (Cerra and Pellegrino, 2007), a sus receptores. La activación de 
los mismos pone en marcha la actividad de la guanilil ciclasa (Costa et al., 
2006). En cualquiera de los dos casos, el GMPc sintetizado activará la proteína 
quinasa G (PKG), que será la responsable de actuar sobre el o los efectores 
finales de la protección (García-Dorado et al., 2009). Cabe mencionar que los 
niveles intracelulares de GMPc están regulados también por su degradación 
hidrolítica mediante fosfodiesterasas (PDE) (Bender and Beavo, 2006). 
Igualmente, merece la pena destacar que las distintas vías pueden estar 
interrelacionadas. Así, la producción de NO a partir de la eNOS, y por tanto la 
producción de GMPc, puede incrementarse, en parte, a través de la vía RISK, 
por activación de PI3K/Akt (Gao et al., 2002; Bertrand et al., 2008). 

Los principales activadores de la vía RISK son las moléculas que 
actúan a través de su unión a receptores acoplados a proteínas G, que en 
último término pondrá en marcha la cascada de proteínas quinasas citosólicas 
(Hausenloy and Yellon, 2007). Ejemplos de este sistema de activación son la 
adenosina y agonistas de su receptor, la bradiquinina y los opioides (Tanaka et 
al., 2014), ligandos que, administrados en el periodo de la reperfusión 
miocárdica, han demostrado reducir el tamaño del infarto en modelos 
experimentales (Hausenloy and Yellon, 2007). Diversos estudios han puesto de 
manifiesto una reducción en el tamaño del infarto cuando se administraba 
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adenosina durante la reperfusión, tanto en un modelo in vivo en conejo (Kis et 
al., 2003), como sobre corazones aislados de rata (Park et al., 2006a). 
Igualmente la administración de bradiquinina durante la fase de reperfusión 
también ha logrado reducir el infarto en corazones aislados de ratón (Bell and 
Yellon, 2003b) y rata (Park et al., 2006b). Por su parte, opioides suministrados 
minutos antes de la reperfusión intravenosamente en un modelo in vivo de rata 
redujeron significativamente el tamaño del infarto, aboliéndose este efecto 
protector con la administración de bloqueantes específicos (Gross et al., 2004). 
De hecho, el uso de bloqueantes específicos ha permitido demostrar el papel 
endógeno de adenosina, bradiquinina y opioides, dependiendo de la especie, 
en la activación de la vía RISK durante maniobras cardioprotectoras, pero no 
de otros agonistas dependientes de receptor, como norepinefrina o 
angiotensina (Schulz et al., 2001). 

 
 

 
 
 
 
En el escenario clínico, el tratamiento con adenosina ha sido el centro 

de interés de diversos ensayos. Dos de los más relevantes son los estudios 
multicéntricos AMISTAD (n=236) (Mahaffey et al., 1999) y AMISTAD-II 
(n=2118) (Ross et al., 2005), en los que se valoraba el posible efecto 
cardioprotector de una infusión intravenosa de adenosina junto con lidocaína, 
en pacientes con elevación del segmento ST. En el primer ensayo, los 

Figura 3. Representación de la vía GMPc/PKG. GMPc es sintetizado por la activación de 
las vías NO/sGC y NP/pGC, y regulado por PDEs compartimentadas. Agonistas de 
receptores asociados a proteína G estimulan el eje eNOS/sGC/PKG, vía activación de 
PI3K/Akt. Las acciones principales de GMPc no solo están mediadas por PKG, sino 
también por la regulación de los efectos mediados por AMPc a través de la modulación de 
PDE2 y PDE3. Las diferentes estrategias farmacológicas que han sido probadas para 
estimular la vía GMPc/PKG se muestran en azul. BK, Bradiquinina; Nox, Nitritos/nitratos; 
NP, Péptido natriurético. PDE, Fosfodiesterasa. Tomado de (Inserte and García-Dorado, 
2015). 
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pacientes fueron intervenidos con terapia trombolítica, y, en el segundo, 
algunos casos fueron tratados con trombolisis y otros con intervención 
percutánea. Los resultados de estos dos ensayos indicaron que la adenosina 
no modificaba, en general, el tamaño del infarto, aunque en el subgrupo de 
pacientes que había sufrido infartos anteriores parecía existir una modesta 
limitación del infarto (Kassimis et al., 2015). Sin embargo, otros estudios 
posteriores como el ADMIRE (Kopecky et al., 2003) o el ATTACC (Quintana et 
al., 2003) dieron lugar a resultados negativos en cuanto a la reducción del 
tamaño del infarto y en cuanto a la mejora de la función del ventrículo 
izquierdo, respectivamente. Por otro lado, la administración intracoronaria de 
adenosina, como complemento de la angioplastia primaria, sí logró mejorar la 
función cardiaca en un ensayo realizado sobre 54 pacientes con infarto agudo 
de miocardio sometidos a angioplastia primaria, efecto asociado a una menor 
mortalidad (Marzilli et al., 2000). Sin embargo, en un estudio posterior, el 
ensayo PROMISE (n=201), no fue capaz de demostrar beneficio limitando el 
tamaño del infarto, excepto en aquellos pacientes cuya duración de la isquemia 
era inferior a 200 minutos (García-Dorado et al., 2014a). 

Por otro lado, la vía RISK puede ser activada por mecanismos 
independientes de receptor. Es el caso de las estatinas, inhibidores de la 3-
hidroxi-3-metilglutaril coenzima A reductasa, utilizadas para reducir el colesterol 
en sangre, que ejercen acciones protectoras cuando son administradas durante 
la reperfusión (Bell and Yellon, 2003a). Su mecanismo de acción también 
depende de la activación de PI3K-Akt y de la fosforilación de eNOS. 
Igualmente, se ha demostrado esta dependencia de la activación de PI3K en el 
efecto protector que tiene el isoflurano (Chiari et al., 2005). 

En cuanto a las terapias con estatinas en la práctica clínica, de nuevo 
hay resultados discordantes. El estudio ARMYDA-ACS (n=171) demostró que 
el pretratamiento con atorvastatina era capaz de reducir la liberación de 
enzimas marcadoras de daño miocárdico en pacientes no SCAEST que 
cursaban con síndrome coronario agudo (Patti et al., 2007). Sin embargo, un 
estudio posterior (n=173) determinó que no había diferencias en el tamaño del 
infarto entre los grupos tratados con altas dosis de atorvastatina (80 mg antes 
de la intervención percutánea y durante los 5 días posteriores) y los tratados a 
bajas dosis (10 mg diarios después de la intervención) (Hahn et al., 2011) en 
pacientes con infarto de miocardio con elevación del segmento ST. Por otro 
lado, el uso generalizado de las estatinas en el tratamiento de los pacientes 
con síndrome coronario agudo hace difícil la realización de ensayos 
aleatorizados (estatinas vs. placebo) en pacientes con SCAEST, con el objetivo 
de evaluar su efecto sobre el tamaño del infarto (Kloner, 2013). 

Además de la vía RISK, es posible modular farmacológicamente la 
activación de otras vías cardioprotectoras, como la vía del GMPc/PKG. La 
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modulación de esta vía puede conseguirse o bien mediante estimulación de la  
guanilato ciclasa y consiguiente formación de GMPc, o bien evitando la 
degradación de este importante mediador intracelular (Inserte and García-
Dorado, 2015). Por un lado, la forma citosólica de la guanilato ciclasa es 
activada de forma independiente de receptor de membrana, por la producción 
de NO generado por la enzima NOS, que utiliza L-arginina como sustrato. Se 
ha observado que la administración preisquémica de L-arginina atenúa el daño 
por reperfusión en corazón in situ de cerdo (Padilla et al., 2000). Efectos 
similares se han descrito con nitratos y nitritos, que son reducidos en sucesivos 
pasos generando finalmente NO, así como con donadores sintéticos de NO 
(Lundberg et al., 2008), habiéndose observado una reducción del tamaño del 
infarto cuando se administran antes de la isquemia (Shiva et al., 2007). Así 
mismo, la producción de GMPc puede aumentarse de forma dependiente de 
receptor (aunque en este caso se trata de un receptor no acoplado a proteínas 
G) mediante estimulación de la forma particulada de la GC (pGC), tras la 
administración de péptidos natriuréticos, que conducen a limitación del tamaño 
del infarto (Padilla et al., 2001; Ren et al., 2007). Sin embargo, hay que 
considerar, en este punto, que la activación de estos receptores también puede 
conducir a la activación de la vía RISK, como se ha visto en corazón aislado de 
rata (Sangawa et al., 2004). En cuanto a la inhibición de la degradación del 
GMPc, la administración de inhibidores de PDE ha logrado reducir el infarto en 
diferentes modelos experimentales (Kukreja et al., 2011). 

A nivel clínico, el uso de péptidos natriuréticos podría resultar 
esperanzador. Su administración intravenosa o intracoronaria, en pacientes con 
SCAEST, ha demostrado mejorar la función cardiaca postinfarto al mes 
(Hayashi et al., 2001) y a los seis meses (Kuga et al., 2003) respectivamente, y 
prevenir el remodelado ventricular adverso, así como reducir la incidencia de 
arritmias durante la reperfusión. En el ensayo multicéntrico J-WIND-ANP 
(n=1216), la infusión de un análogo del péptido natriurético auricular (Kitakaze 
et al., 2007) disminuyó la liberación enzimática de creatina quinasa, una 
medida indirecta del tamaño del infarto, efecto asociado a un incremento en la 
fracción de eyección. 
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3 Modulación del metabolismo cardíaco como estrategia 
protectora frente al daño por reperfusión  

Una forma distinta de abordar el daño por reperfusión es provocando 
un cambio en el metabolismo energético del miocardio, pasando de la habitual 
oxidación de ácidos grasos de cadena larga, hacia la oxidación de glucosa 
(Bertrand et al., 2008). En este sentido, los ácidos grasos y la glucosa compiten 
por ser oxidados a nivel del Ciclo de Randle (Randle et al., 1963), de forma que 
unos inhiben el metabolismo de la otra y viceversa. El metabolismo de los 
ácidos grasos resulta más eficaz energéticamente, pero lo hace a costa de un 
mayor consumo de oxígeno. En una situación como la isquemia, desplazar el 
metabolismo hacia el consumo de glucosa  podría resultar beneficioso, debido 
a la menor disponibilidad de oxígeno, permitiendo mantener durante algún 
tiempo los niveles de ATP (Grossman et al., 2013). Los principales sistemas 
que se han utilizado para redirigir el metabolismo del miocardio hacia el 
consumo de glucosa son la administración de soluciones conteniendo insulina 
(como la de glucosa-insulina-potasio, GIK) o la administración de agonistas del 
receptor del péptido similar al glucagón tipo 1 (GLP-1). 

3.1 GLUCOSA-INSULINA-POTASIO (GIK) 
La idea de que el tratamiento con glucosa podía ser beneficioso en 

varias en enfermedades cardiacas aparece por primera vez en 1912 (Goulston, 
1912), y los primeros resultados experimentales, comprobando los efectos 
mecánicos de una mezcla de insulina y glucosa en corazón aislado, datan de 
1927 (Visscher and Muller, 1927; van der Horst and Zijlstra, 2005). En 1935, 
Evans y colaboradores mostraron que la captación de glucosa está aumentada 
en el miocardio isquémico (Evans et al., 1935). Sin embargo, no fue hasta 
treinta años más tarde cuando Sodi-Pallares y colaboradores sugirieron que la 
interferencia metabólica durante la isquemia miocárdica con una infusión de 
GIK podía provocar un efecto beneficioso, con un descenso en los signos 
electrocardiográficos provocados por la misma (Sodi-Pallares et al., 1962). 
Además, estos mismos autores fueron capaces de demostrar que la infusión de 
GIK es capaz de reducir la incidencia de arritmias durante el período de 
isquemia (Sodi-Pallares et al., 1963). Este último hecho lo atribuyeron a la 
entrada de potasio en los cardiomiocitos durante la isquemia (Sodi-Pallares et 
al., 1963), ya que la insulina, además de facilitar la captación y el consumo de 
glucosa en las células, también estimularía el flujo de potasio hacia su interior 
(Zierler et al., 1985). 

Desde esos estudios iniciales, la terapia con GIK ha sido ampliamente 
investigada en el ámbito del daño por isquemia-reperfusión, por sus posibles 
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efectos protectores sobre el tamaño del infarto. Así, en un modelo canino de 
oclusión coronaria se observó que una infusión intravenosa de GIK, 
administrada 30 minutos después de la isquemia, se asociaba a una reducción 
en la extensión del área necrótica miocárdica (Maroko et al., 1972b). Las 
acciones protectoras de GIK, en general, se han asociado con una reducción 
en los niveles de ácidos grasos libres (Jonassen et al., 2000), con mejoras en 
la bioenergética del miocardio (Cave et al., 2000; Angelos et al., 2002) y con 
incrementos en la captación de glucosa y en la tasa glucolítica en el 
mencionado tejido (Zhu et al., 2000; Cave et al., 2000). Sin embargo, los datos 
que existen hasta el momento no son del todo concluyentes, ya que hay 
bastantes estudios contradictorios, incluyendo trabajos en modelos animales in 
vivo de infarto de miocardio (Bellows and Kloner, 1998; Jonassen et al., 2000). 
Una de las posibles causas de esta disparidad de resultados es que las 
concentraciones de insulina utilizadas han sido, en muchas ocasiones, 
variables (Das, 2002), lo cual dificulta la correcta interpretación de los 
resultados. 

Dado que el mecanismo de acción inicialmente propuesto para explicar 
la protección por GIK sería el cambio metabólico, que sería especialmente 
beneficioso en condiciones de baja tensión de oxígeno, el efecto protector 
debería darse principalmente cuando la solución de GIK se administra antes de 
la isquemia, o durante la misma. Así, la insulina, administrada durante la 
isquemia, ejerce un efecto protector frente a la muerte necrótica tanto en 
corazones aislados de rata como en cardiomiocitos en cultivo (Diaz et al., 
2015). Adicionalmente, la acción de la insulina facilitando la acumulación de 
glucógeno y la utilización de la glucosa, lleva a que las células tengan mayores 
reservas energéticas durante la isquemia, lo cual conduce a una mejor 
tolerancia ante la misma (Haider et al., 1984). Sin embargo, la insulina también 
ha demostrado ejercer un efecto protector cuando se administra al inicio de la 
reperfusión (Sack and Yellon, 2003). De hecho, en un modelo de infarto de 
miocardio in vivo en corazones de rata, el tratamiento con GIK redujo de forma 
similar el tamaño del infarto cuando la solución se administraba sólo durante la 
reperfusión o durante todo el protocolo (isquemia y reperfusión) (Jonassen et 
al., 2000). 

Algunos autores han postulado que la insulina sería la principal 
responsable de la protección ejercida por GIK (Gao et al., 2002; Abdallah et al., 
2006). Se trata de una hormona de naturaleza peptídica sintetizada por las 
células beta de los islotes de Langerhans del páncreas endocrino, y de función 
hipoglucemiante. Etimológicamente, insulina deriva de la palabra “ínsula”, en 
latín “isla”, haciendo referencia metafórica a dicha estructura, donde es 
sintetizada y secretada (Ahmad, 2014). De hecho, Jonassen y colaboradores, 
utilizando un modelo de corazón aislado de rata, demostraron que la 
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administración únicamente de insulina, tanto durante los primeros quince 
minutos de la reperfusión, como durante las dos horas siguientes, era capaz de 
reducir significativamente el tamaño del infarto (Jonassen et al., 2001). 
Estudios realizados en otros modelos animales, como en corazones in situ 
caninos o de conejo, han permitido llegar a conclusiones similares respecto al 
efecto protector de la insulina durante la reperfusión (Zhang et al., 2006a; 
Wong et al., 2011). A la vista de estos resultados, parece que el papel protector 
que tiene la GIK se vincularía al efecto cardioprotector independiente que 
ejerce la insulina (Sack and Yellon, 2003). 

La explicación de por qué la GIK, y especialmente la insulina, ejerce un 
efecto protector durante la reperfusión no es del todo conocida. A los efectos 
metabólicos (que quizás sean menos importantes en esta fase) se añade la 
posible activación, dependiente de la interacción de la insulina con sus 
receptores, de diferentes vías de señalización que pueden conducir a un efecto 
cardioprotector. Así, la insulina se ha descrito que activa la vía RISK, al unirse 
a su receptor en la superficie celular (Bertrand et al., 2008). Gracias a esta 
unión, el receptor de insulina pone de manifiesto su actividad tirosina quinasa, 
lo que llevará en último término a la activación de PI3K y Akt, y por tanto 
pondrá en funcionamiento la vía RISK (Fig. 4) (Bertrand et al., 2008). Además, 
su potencial protector sobre el corazón también está relacionado con su 
capacidad de suprimir la generación tanto del TNF- como de anión superóxido 
(Das, 2001; Groeneveld et al., 2002). 

Finalmente, la modulación del metabolismo energético miocárdico 
también se ha utilizado con cierto éxito en el tratamiento de los pacientes con 
SCAEST sometidos a revascularización coronaria. En concreto, la 
administración de GIK ha sido probablemente la estrategia más investigada 
(Kloner and Nesto, 2008). Así, el estudio ECLA (n=407) demostró que la 
infusión de GIK, durante 10 horas después del inicio de los síntomas, se 
asociaba a una reducción en la mortalidad (Diaz et al., 1998). Sin embargo, en 
este estudio sólo el 60% de los pacientes fueron reperfundidos, y la 
revascularización fue más frecuente en los pacientes tratados con GIK que con 
placebo, lo cual puede dificultar la correcta interpretación de los resultados 
(Diaz et al., 1998). Por el contrario, en el ensayo multicéntrico Pol-GIK (n=954) 
no se hallaron diferencias en la mortalidad o en la incidencia de eventos 
cardiacos (Ceremuzynski et al., 1999) De igual forma, los estudios GIPS 
(n=940) (van der Horst et al., 2003) y REVIVAL (n=312) (Pache et al., 2004) 
tampoco manifestaron efectos sobre la mortalidad. No obstante, en un meta-
análisis posterior, sumando 4992 pacientes, se detectó una reducción en la 
mortalidad hospitalaria cuando la terapia con GIK se administraba durante la 
reperfusión, especialmente a altas dosis (Timmer et al., 2004). 
Desafortunadamente, estos beneficios no se observaron en el subsiguiente 
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estudio GIPS-II (n=889) (Timmer et al., 2006), en pacientes sin evidencias 
clínicas de insuficiencia cardiaca, subgrupo en que se halló reducción en la 
mortalidad en el ensayo GIPS. Tampoco fue el caso del estudio CREATE-
ECLA, de mayor envergadura (n=20201), donde la terapia con GIK no 
consiguió reducir la mortalidad ni la liberación de enzimas cardiacas (Mehta et 
al., 2005). No obstante, a pesar de que el efecto de la GIK sobre el tamaño del 
infarto en pacientes con SCAEST no parece claro a la vista de los estudios 
presentados, el más reciente (IMMEDIATE) puede haber aportado resultados 
alentadores. El ensayo multicéntrico IMMEDIATE reclutó 871 pacientes con 
alta probabilidad de síndrome coronario agudo que, en su mayoría, fueron 
reperfudidos mediante angioplastia primaria, y que comenzaron a recibir el 
tratamiento con GIK o placebo por vía intravenosa durante su traslado en 
ambulancia hacia el hospital (Selker et al., 2012). En este estudio, y a pesar de 
que en la población general del mismo el tratamiento con GIK durante 12 horas 
no modificó la tasa de progresión a infarto de miocardio, la mortalidad a 30 días 
o la incidencia de variable compuesta mortalidad intrahospitalaria junto a paro 
cardíaco, en el subgrupo de pacientes con SCAEST, la terapia con GIK sí 
redujo significativamente la incidencia de la variable compuesta mortalidad 
intrahospitalaria y paro cardiaco. Además, en el pequeño subgrupo de 
pacientes en los que se midió el tamaño del infarto, determinado mediante 
gammagrafía de perfusión miocárdica (SPECT), se observó una disminución en 
el tamaño, tanto en el total de pacientes como en el subgrupo con SCAEST 
(Selker et al., 2012). Lo que diferencia fundamentalmente al IMMEDIATE de 
otros ensayos anteriores con GIK, es que, tratándose de un estudio 
multicéntrico, doble ciego y aleatorizado con placebo, la administración de GIK 
a los pacientes con síndrome coronario agudo se hizo tan temprano como fue 
posible (Selker et al., 2014). 
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3.2 PÉPTIDO SIMILAR AL GLUCAGÓN TIPO 1 (GLP-1) 
Otra molécula capaz de modificar el metabolismo miocárdico hacia una 

mayor utilización de glucosa, y candidata a reducir el daño por reperfusión es el 
GLP-1 (Glucagon-Like Peptide-1) (Deacon, 2004). El GLP-1 es una incretina, 
es decir, una hormona liberada al torrente sanguíneo por las células L del 
intestino delgado y grueso en respuesta a la ingesta de alimento (Clarke et al., 
2014). Su principal función es reducir la glucemia postprandial, estimulando la 
liberación de insulina dependiente de glucosa, e inhibiendo la secreción de 
glucagón por parte de las células alfa pancreáticas (Crepaldi et al., 2007). De 
esta forma participa, por tanto, en el mantenimiento de la homeostasis de la 
glucosa en el organismo (Ussher and Drucker, 2012). 

La investigación sobre la modulación de los niveles de GLP-1 se ha 
centrado en el tratamiento de enfermedades metabólicas, como la diabetes 
mellitus tipo 2 (Tasyurek et al., 2014). Sin embargo, sus efectos sobre el 
órgano cardiaco, así como su potencial cardioprotector son, actualmente, 
objeto de un gran interés (Poudyal, 2016), especialmente considerando que la 
diabetes tipo 2 es, precisamente, uno de los factores de riesgo cardiovascular 

Figura 4. Vías implicadas en la señalización intracelular provocada por la unión de la 
insulina a sus receptores y que participan en la regulación del metabolismo cardiaco. 
Las líneas de puntos simbolizan translocaciones y las sólidas ilustran interacciones 
directas, mientras que las líneas discontinuas representan regulación indirecta. Se 
muestran las interacciones entre insulina y AMPK (líneas rojas indicando inhibición de 
una vía a la otra, y líneas verdes señalando efectos análogos a los de la insulina). Las 
interrogaciones representan eventos de señalización que aun no se han establecido en 
el tejido cardiaco. Tomado de (Bertrand et al., 2008). 
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más importantes, junto con la obesidad, la dislipemia y la hipertensión 
(Mazzone et al., 2008). 

Los efectos directos de GLP-1 sobre el corazón están asociados a la 
presencia de su receptor (GLP-1R) (Fig. 5), que se ha descrito con seguridad 
tanto en la aurícula como en las arterias y arteriolas del ventrículo izquierdo 
(Richards et al., 2014), aunque existe cierta controversia sobre su presencia en 
cardiomiocitos ventriculares (Wei and Mojsov, 1995; Ussher et al., 2014; 
Richards et al., 2014). Su inactivación a nivel cardíaco es esencial para un 
correcto control de la frecuencia cardiaca (Ussher et al., 2014). De hecho, estos 
receptores podrían jugar un papel importante en la mejora de la eficiencia 
energética durante la isquemia, y también, en parte, en la activación de vías 
citosólicas cardioprotectoras (Poudyal, 2016). En efecto, la activación del GLP-
1R en los cardiomiocitos incrementa la captación de glucosa (mediada por la 
activación de eNOS y de p38-MAPK), a la vez que desencadena la 
estimulación de una cascada de quinasas pro-supervivencia (Fig. 5). Estas 
quinasas incluyen PI3K-Akt, además de señalización mediada por GMPc 
(Seufert and Gallwitz, 2014). 

 
 
 
Son varios los estudios que sustentan que la inducción de la 

cardioprotección asociada a GLP-1 radica en gran medida en su potencial para 
provocar un cambio en el sustrato energético. En un estudio reciente, realizado 
tanto en corazón in situ de rata, como en el modelo de corazón aislado de 
Langendorff (Aravindhan et al., 2015), la administración de GLP-1 previamente 
a la isquemia y durante todo el experimento se asoció a un aumento 

Figura 5. Vías de transducción de señales dependientes de la activación de GLP-1R en el 
cardiomiocito. Las vías conducen a una reducción en la tasa de apoptosis y a un incremento 
en la captación de glucosa, independientemente de la vía clásica mediada por insulina. AC, 
adenilato ciclasa; GLP-1R, receptor de GLP-1. Tomado de (Ussher and Drucker, 2012). 
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significativo en la captación de glucosa, incrementándose además el nivel de 
lactato en el área en riesgo del ventrículo izquierdo, y acompañándose de una 
reducción en el tamaño del infarto (Aravindhan et al., 2015). Otro estudio que 
también apoyó el efecto protector de GLP-1, realizado en corazones aislados 
de rata demostró que el pretratamiento durante dos semanas con un inhibidor 
de la degradación de GLP-1, conseguía reducir el tamaño del infarto cuando 
eran perfundidos con alta concentración de glucosa, y no así con 
concentraciones fisiológicas. Además, este efecto protector era abolido por 
antagonistas del receptor de GLP-1 (Hausenloy et al., 2013b). 

3.2.1 Agonistas del receptor para GLP-1 e inhibidores de DDP-4 
El GLP-1 posee una vida media corta, inferior a dos minutos, pues es 

degradado rápidamente, de forma natural, por la enzima dipeptidil-peptidasa-4 
(DPP-4) (Crepaldi et al., 2007). Para solventar este problema, y poder utilizar 
GLP-1 como herramienta terapéutica frente al daño por reperfusión, se han 
utilizado dos enfoques distintos: por un lado, desarrollar agonistas de los GLP-
1R resistentes a la degradación por la DPP-4, y por otro lado, inhibidores de 
esta última enzima (Nauck, 2016). 

Los agonistas del receptor GLP-1 se pueden dividir en los de acción 
corta (con vida media entre 2 y 4 horas) y los de acción prolongada (con vida 
media entre 12 horas y varios días) (Meier, 2012). Entre los de vida media corta 
se encuentran la exenatida y la lixisenatida, mientras que entre los de acción 
prolongada aparecen liraglutida, albiglutida, dulaglutida o exenatida-LAR 
(Meier, 2012; Gupta, 2013). La exenatida es una versión sintética de la 
exendina-4, una hormona peptídica hallada en 1992 en la saliva de un lagarto 
americano denominado Monstruo de Gila (Heloderma suspectum, Cope 1869) 
(Eng et al., 1992; Goke et al., 1993). “Exendina”, etimológicamente, deriva de la 
contracción de los términos “exocrino” y “endocrino”, y hace referencia al hecho 
de que estos péptidos provienen de una glándula exocrina pero poseen 
funciones endocrinas (Sanggaard et al., 2015). La exendina-4 es capaz de 
activar el receptor del GLP-1, lo que conduce a la liberación de insulina (Goke 
et al., 1993). 

La administración de estos agonistas en experimentos de isquemia-
reperfusión ha dado lugar, en general, a efectos cardioprotectores, tanto 
cuando se administra antes como después de la isquemia. Así, se ha visto que 
la albiglutida, administrada antes de la isquemia, es capaz de reducir el tamaño 
del infarto, mejorar los parámetros hemodinámicos y la función cardiaca 
postisquémica, efectos asociados a un incremento en la captación de glucosa 
en un modelo de isquemia regional in vivo en rata (Bao et al., 2011). Por otro 
lado, en  corazones aislados de rata el tratamiento con curaglutida durante la 
reperfusión redujo el desarrollo de hipercontractura y el tamaño del infarto 
(Salling et al., 2012). Igualmente, en un modelo porcino de oclusión coronaria 
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transitoria in situ, la exenatida, administrada justo antes de la reperfusión, logra 
reducir el infarto y mejorar la función cardiaca (Timmers et al., 2009). 
Finalmente, cabe comentar que los efectos protectores de los agonistas de los 
receptores GLP-1 se extienden más allá de la fase aguda del infarto. Así, en un 
modelo crónico de infarto de miocardio en ratón, la administración de exendina-
4 a las 48 h de la oclusión coronaria mejora la función cardiaca, a la par que 
provoca una disminución en la fibrosis postinfarto, previniendo el remodelado 
cardiaco (DeNicola et al., 2014). 

Por otra parte, los inhibidores de la enzima DPP-4 también son capaces 
de proteger frente al daño por isquemia-reperfusión. Es el caso de la 
linagliptina y el BI-14361, que suministrados como pretratamiento en un modelo 
de isquemia transitoria en ratas, redujeron significativamente el tamaño del 
infarto respecto a los controles (Hocher et al., 2013). También la vildagliptina, 
administrada intravenosamente en cerdos antes de una oclusión coronaria, no 
solo resultó en una disminución del tamaño del infarto, sino que además 
disminuyó el número de latidos ventriculares prematuros e incrementó el 
umbral necesario para desencadenar una fibrilación ventricular durante la 
isquemia (Chinda et al., 2013). Este efecto antiarrítmico de los inhibidores de 
DPP-4 lo compartirían con los agonistas del receptor del GLP-1, como la 
exendina-4, que son capaces de reducir la incidencia de arritmias ventriculares, 
disminuyendo la duración, el número, y la severidad de las mismas, durante la 
isquemia miocárdica (Kai et al., 2013). 

A nivel clínico, se ha comprobado que la infusión intravenosa de 
exenatida iniciada 15 minutos antes de la reperfusión, fue capaz de reducir el 
tamaño del infarto en pacientes con SCAEST (n=172), revascularizados 
mediante angioplastia primaria, comparados con el grupo tratado con placebo 
(Lonborg et al., 2012a; Lonborg et al., 2012b). Posteriormente, el estudio 
EXAMI confirmó que la administración intravenosa de exenatida en 39 
pacientes sometidos a revascularización coronaria percutánea, era segura y 
factible (Bernink et al., 2013), y se observó, a pesar de que el estudio no tenía 
poder estadístico para ello, una tendencia a un menor tamaño del infarto en los 
pacientes tratados con exenatida. Más allá, en un ensayo diferente (n=58), la 
inyección subcutánea conjuntamente a una infusión intravenosa de este 
análogo, como complemento a la terapia de reperfusión mediante angioplastia 
primaria, se asoció con una disminución significativa del tamaño del infarto y 
con una mejora de la función del ventrículo izquierdo (Woo et al., 2013).  

3.3 OTRAS MOLÉCULAS DE INTERÉS COMO MODULADORAS 
DEL METABOLISMO ENERGÉTICO MIOCÁRDICO 

Además de los casos mencionados anteriormente, existen fármacos, 
como la trimetazidina, un inhibidor de la oxidación de ácidos grasos, capaces 
también de inducir un cambio en el metabolismo del miocardio, como se ha 
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demostrado en corazones aislados de rata (Kantor et al., 2000). Así, la 
administración de trimetazidina justo antes de la reperfusión es capaz de 
reducir el tamaño del infarto y de mejorar la función cardíaca en ratas 
sometidas, in situ, a isquemia regional seguida de reperfusión (Khan et al., 
2010). 

A pesar de la gran variedad de estrategias terapéuticas exploradas 
hasta el momento para hacer frente al daño por reperfusión, no cabe duda de 
que los tratamientos metabólicos con GIK o análogos del GLP-1 se encuentran 
entre los más prometedores para su posible investigación en pacientes con 
SCAEST. Ello es así debido a su relativa seguridad y a su facilidad de manejo, 
sustentada sobre todo por la experiencia obtenida en el tratamiento de 
pacientes con diabetes tipo II. 
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4 Mecanismos endógenos de protección 
Como respuesta evolutiva al daño miocárdico que se produce durante 

un episodio de isquemia transitoria seguido de reperfusión, los animales han 
desarrollado una serie de mecanismos innatos y potentes de protección 
endógena. Estos mecanismos endógenos se ponen en marcha mediante 
episodios transitorios y breves de isquemia-reperfusión, que confieren 
protección frente a uno más prolongado y letal (isquemia índice), y se conocen, 
de forma genérica, como maniobras de “condicionamiento isquémico” (Saxena 
et al., 2010). Desde su descubrimiento hasta hoy se ha avanzado 
considerablemente en el conocimiento de sus efectos, mecanismos, y su 
aplicación clínica, aunque aún queda mucho por entender. Según el momento 
en el que se apliquen los ciclos breves de isquemia-reperfusión, estas 
maniobras se pueden dividir en precondicionamiento isquémico (cuando se 
aplican antes de la isquemia índice) o postcondicionamiento isquémico (cuando 
se aplican justo en el momento de la reperfusión), pudiéndose realizar, así 
mismo, en un órgano diferente al que se pretende proteger (condicionamiento 
remoto). 

4.1 PRECONDICIONAMIENTO ISQUÉMICO 
La primera observación relativa a este mecanismo de protección la 

realizaron Murry y colaboradores en un modelo canino, y data de 1986 (Murry 
et al., 1986). Estos autores advirtieron que la aplicación de 4 isquemias 
miocárdicas transitorias, de 5 minutos de duración, previas a una oclusión de 
40 minutos de una arteria coronaria, lograba una reducción del 75% del tamaño 
del infarto. A este fenómeno se le denominó “precondicionamiento isquémico” 
(IPC), y como concepto es de los pocos que han sido ratificados por la mayor 
parte de la comunidad científica, habiéndose descrito efectos cardioprotectores 
en todos los modelos evaluados, desde cardiomiocitos hasta corazones 
aislados, así como en experimentos in vivo, y en una amplia variedad de 
especies, incluyendo ratón, rata, conejo, perro y cerdo (Przyklenk, 2013). Si 
bien el criterio principal para valorar la eficacia del IPC es su capacidad para 
reducir el tamaño del infarto, algunos estudios han demostrado también mejoría 
en otras variables de interés clínico, como sobre la función cardíaca tras la 
isquemia, con reducción del aturdimiento miocárdico postinfarto (Yellon and 
Downey, 2003), así como sobre la incidencia de arritmias ventriculares 
inducidas por la isquemia y/o la reperfusión (Taggart and Yellon, 2002; Saxena 
et al., 2010), aunque los efectos sobre estas variables secundarias son menos 
claros y existe cierta controversia (Ovize et al., 1995; Yellon and Downey, 
2003). 
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La protección por IPC se presenta en dos fases claramente 
diferenciadas. Inicialmente, existe una primera ventana o fase temprana de 
protección, donde los efectos del IPC comienzan a notarse a los 5-15 minutos 
de la aplicación de los ciclos precondicionantes, durando su efecto entre 1 y 2 
horas. Posteriormente, aparece una segunda ventana protectora que demora 
más en desarrollarse, pero que alcanza su máximo efecto hacia las 24 horas 
de la aplicación de los ciclos precondicionantes, pudiendo extenderse hasta los 
cuatro días siguientes (Saxena et al., 2010). Los mecanismos de ambas fases 
son diferentes: mientras que la fase temprana ocurre por modificaciones post-
traduccionales de proteínas preexistentes, la fase tardía depende de la síntesis 
de novo de proteínas cardioprotectoras. Asimismo, el grado de protección que 
producen también puede ser distinto, habiéndose descrito que la primera 
ventana es mucho más eficaz limitando el tamaño del infarto, mientras que la 
segunda lo sería reduciendo el aturdimiento del miocardio (Bolli, 2007). 

Para que la protección durante la fase temprana del IPC tenga lugar, se 
han de tener en cuenta algunas consideraciones temporales. En primer lugar, 
un régimen precondicionante de menos de 1-2 minutos de isquemia seguida de 
reperfusión es incapaz de producir un efecto protector (Schulz et al., 2001), 
mientras que aumentar la intensidad del episodio precondicionante, hasta los 
15-20 minutos de isquemia, puede provocar un efecto contraproducente 
(Yamasaki et al., 1997). En segundo lugar, el intervalo entre el último episodio 
precondicionante y el inicio de la isquemia sostenida debe quedar comprendido 
entre los 5 y 15 minutos; prolongarlo más allá de una hora puede suponer la 
pérdida del efecto protector (Schulz et al., 2001). Por último, la propia duración 
de la isquemia sostenida debe ser tal que el daño producido por la misma no 
resulte excesivo, y por tanto, que permita encontrar tejido al que salvar 
(Przyklenk, 2013). 

En cuanto a su aplicación en pacientes, y pese a que el 
precondicionamiento isquémico local ha demostrado ejercer una potente 
protección contra el daño por reperfusión en modelos experimentales, su propia 
naturaleza, que requiere de su aplicación antes del inicio de la isquemia, limita 
su práctica en la clínica (Schmidt et al., 2014a). Por esta razón, su utilización 
ha quedado prácticamente relegada a estrategias de cardioprotección durante 
intervenciones de cirugía cardiaca (Ghosh and Galiñanes, 2003), siendo pocos 
los estudios clínicos realizados, y sobre todo en el ámbito de la cirugía de 
bypass coronario. Así, en un pequeño ensayo con 30 pacientes sometidos a 
este tipo de cirugía, se observó un descenso significativo en la liberación de 
troponina-T a las 72 horas en aquellos casos en que se intervino con esta 
maniobra de precondicionamiento (Teoh et al., 2002). Sin embargo, el 
precondicionamiento isquémico local no ha sido evaluado en el contexto del 
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infarto agudo de miocardio, debido a la imposibilidad de aplicar un estímulo 
condicionante planificado (Fordyce et al., 2015). 

4.1.1 Mecanismos de acción del IPC 
Si bien el conocimiento referente a los mecanismos protectores del IPC 

es todavía incompleto, los últimos años de intensa investigación han permitido 
desarrollar un paradigma general (Yellon and Downey, 2003; Murphy and 
Steenbergen, 2008). Esencialmente, el precondicionamiento es un fenómeno 
que comienza con la liberación de uno o más factores desencadenantes por 
parte del área de tejido condicionado, que, o bien actuando a través de 
receptores de membrana acoplados a proteínas G o con actividad tirosina 
quinasa, o bien independientemente de receptores, activan múltiples y 
complejas cascadas de señalización. Estas cascadas mediadoras, formadas 
por un conjunto de proteínas citosólicas, principalmente proteínas quinasas, 
confluyen en una serie de efectores finales que, en último término, serán los 
responsables de desencadenar la respuesta cardioprotectora (Przyklenk, 
2013). 

Entre los desencadenantes dependientes de receptor, y probablemente 
los principales responsables endógenos de la cardioprotección por IPC, se ha 
descrito que la adenosina, la bradiquinina y los opioides, desempeñarían, 
dependiendo del modelo animal, un papel clave. De hecho, el bloqueo de sus 
receptores es capaz de abolir, dependiendo del modelo, la reducción del infarto 
inducida por el IPC (Heusch, 2015). Así mismo, otros agonistas 
neurohumorales pueden también precondicionar el corazón cuando se 
administran exógenamente, tales como norepinefrina, angiotensina, y 
endotelina, aunque se cree que estas sustancias no actuarían de forma 
endógena como desencadenantes de la protección, ya que no se liberan en 
cantidad suficientemente durante los ciclos precondicionantes (Schulz et al., 
2001; Yellon and Downey, 2003). Una mención especial requieren los 
desencadenantes asociados a receptores con actividad tirosina quinasa, como 
los factores de crecimiento, incluyendo el factor de crecimiento tumoral (TGF-
1) o la insulina (Hausenloy and Yellon, 2007). Por otro lado, también se ha 
descrito que hay moléculas, como es el caso de los radicales libres (Das et al., 
1999) o como el NO, que actúan como desencadenantes de la protección por 
IPC de forma independiente de receptores (Schulz et al., 2001). Es importante 
destacar que el uso exógeno de muchas de estas substancias ha permitido 
imitar, de forma farmacológica, el precondicionamiento isquémico. En cualquier 
caso, e independientemente de si la acción de los desencadenantes viene 
mediada por receptor o no, estos factores activarán en el cardiomiocito una 
serie de vías protectoras, fundamentalmente formadas por quinasas, como son 
las vías RISK, SAFE, y GMPc/PKG, mencionadas en el punto 2.10. Dentro de 
estas vías mediadoras, la PKA podría jugar un papel clave. Su activación es 
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capaz de retrasar la activación de las calpaínas durante la reperfusión, 
impidiendo el aumento de la fragilidad del sarcolema (Inserte et al., 2004). De 
hecho, se ha demostrado que la inhibición de la PKA con H89 es capaz de 
atenuar la protección por IPC en corazones aislados de rata, un efecto 
asociado con una menor degradación de proteínas estructurales, como -
fodrina (Inserte et al., 2004). Por otro lado, y a pesar de la existencia de estas 
vías, también se ha descrito la existencia de un mecanismo protector 
mitocondrial independiente de la señalización citosólica, que puede proteger 
frente al fallo respiratorio mitocondrial inducido por la isquemia y frente al daño 
oxidativo (Ruiz-Meana et al., 2014). 

Independientemente de la vía mediadora implicada, todas ellas acaban 
actuando sobre uno o más efectores finales más o menos comunes. Entre los 
candidatos propuestos se encuentran los canales de K+ ATP-dependientes de 
la mitocondria (mitoKATP), cuya función se encuentra inhibida a concentraciones  
fisiológicas de ATP. Se ha sugerido que su apertura durante los ciclos 
precondicionantes podría hacer más resistente a la mitocondria a la entrada de 
Ca2+ (Holmuhamedov et al., 1999), o bien prevenir la apertura del mPTP 
durante la reperfusión (Hausenloy et al., 2002). La Cx43 mitocondrial podría 
ser, así mismo, otro efector final de la protección (Ruiz-Meana et al., 2008; 
Schulz et al., 2015). Aunque los mecanismos que conectan la presencia de 
Cx43 en la mitocondria con la cardioprotección por IPC no son conocidos, se 
ha sugerido que puede interaccionar con varios elementos claves del daño por 
isquemia-reperfusión, incluyendo los propios mitoKATP o el mPTP (Ruiz-Meana 
et al., 2008; Schulz et al., 2015). La Cx43 se encuentra localizada en la 
membrana interna de la mitocondria, donde controla los flujos de K+ en este 
orgánulo (Miro-Casas et al., 2009), y se sabe que la reducción en la expresión 
de Cx43 mitocondrial se asocia a pérdida de la eficacia cardioprotectora del 
IPC (Rodríguez-Sinovas et al., 2006a). De hecho, la Cx43 mitocondrial podría 
jugar un papel importante en la protección mitocondrial independiente de la 
activación de las cascadas de señalización citosólicas mencionadas 
anteriormente (Ruiz-Meana et al., 2014). 

Sin embargo, los candidatos más ampliamente aceptados como 
efectores finales de la protección por IPC son la hipercontractura que ocurre 
durante la reperfusión, la fragilidad celular y la apertura del mPTP. Así, por 
ejemplo, la activación de la vía GMPc/PKG aumenta la captación de Ca2+ por 
parte del retículo sarcoplasmático, reduciendo de esta manera las oscilaciones 
de Ca2+, disminuyendo la sensibilidad de los miofilamentos a este catión, y por 
tanto, la aparición de hipercontractura (García-Dorado et al., 2006). Por otro 
lado, el IPC reduce la fragilidad del sarcolema, debido a la inhibición de las 
calpaínas mediada por PKA (Inserte et al., 2012), y del citoesqueleto, acción, 
esta última, mediada por la activación de la quinasa p38 MAPK (Yellon and 
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Downey, 2003). Asimismo, la activación de la vía GMPc/PKG puede conducir a 
inhibición del mPTP por activación secuencial de PKC- y GSK3 (García-
Dorado et al., 2006; Ferdinandy et al., 2007). Además, se ha demostrado que la 
activación de STAT3 también inhibe la apertura del mPTP (Boengler et al., 
2010; Szczepanek et al., 2015). 

4.2 POSTCONDICIONAMIENTO ISQUÉMICO 
A pesar de la importancia del descubrimiento del IPC, su utilización 

clínica como estrategia terapéutica en pacientes con isquemia miocárdica ha 
sido bastante limitada. Ello se debe a que al tratarse de un pretratamiento sólo 
puede utilizarse en situaciones en las que la aparición de la isquemia sea 
previsible, como puede ser en el caso de la cirugía cardíaca o durante un 
trasplante, pero no en pacientes con SCAEST. Sin embargo, en 2003 se 
demostró, en un modelo de corazón canino in situ, que la aplicación de varios 
episodios de isquemias breves efectuados en el momento de la reperfusión 
lograban reducir el tamaño del infarto en la misma medida en que lo conseguía 
el IPC. A este fenómeno se le denominó “postcondicionamiento isquémico” 
(IPoC) (Zhao et al., 2003). Para que esta maniobra sea eficaz protegiendo 
frente al daño por reperfusión, es imprescindible que la primera reoclusión de la 
arteria coronaria se realice inmediatamente después del inicio de la 
reperfusión, en apenas unos segundos, puesto que el retraso de un solo minuto 
provoca la pérdida de eficacia en la reducción del tamaño del infarto (Cohen 
and Downey, 2011). Otro requisito de un protocolo estándar de IPoC es que, a 
diferencia del IPC, la duración de los ciclos postcondicionantes de isquemia-
reperfusión es más corta. Generalmente se realizan de 3 a 6 ciclos, con una 
duración de 10-60 segundos (Przyklenk, 2013). La efectividad del 
postcondicionamiento isquémico reduciendo el tamaño del infarto ha sido 
demostrada en diversos modelos experimentales, como en rata (Inserte et al., 
2011a), conejo (Chiari et al., 2005) o cerdo (Rodríguez-Sinovas et al., 2009). 

El primer estudio piloto en clínica con postcondicionamiento local, se 
publicó en 2005 (Staat et al., 2005), incluyendo 30 pacientes con SCAEST 
sometidos a angioplastia primaria. Se halló una reducción significativa en la 
liberación de creatina quinasa en aquellos pacientes en los que se realizó la 
maniobra de postcondicionamiento, mediante 4 ciclos de inflado y desinflado 
del balón de angioplastia (Staat et al., 2005). Desde este ensayo, el 
postcondicionamiento isquémico ha demostrado reducir el tamaño del infarto 
(mediante biomarcadores o técnicas de imagen) en la mayoría de los estudios 
clínicos acometidos, apoyando, por tanto, esta observación inicial (Przyklenk, 
2013; Heusch, 2013). Más allá, incluso en uno de los ensayos (n=38) se 
observó beneficio a largo plazo: un año después de la intervención, el grupo 
postcondicionado mostró un incremento del 7% en la fracción de eyección del 
ventrículo izquierdo, comparado con el grupo control (p=0.04) (Thibault et al., 
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2008). Sin embargo, existen algunos estudios contradictorios. Así, el ensayo 
POST (n=700) no fue capaz de demostrar ningún beneficio en el grupo 
sometido a postcondicionamiento, realizado inmediatamente tras la 
angioplastia primaria (Hahn et al., 2013). De igual manera, en el ensayo 
POSTEMI (n=272), el postcondicionamiento tampoco redujo de forma 
significativa el tamaño del infarto en pacientes con SCAEST (Limalanathan et 
al., 2014). 

4.2.1 Mecanismos de acción del IPoC 
Tanto el postcondicionamiento como el precondicionamiento 

comparten, en gran medida, las mismas vías de protección. Al igual que 
pasaba con el IPC, los ciclos postcondicionantes provocan la liberación de una 
serie de mediadores al torrente sanguíneo, que estimulan a sus 
correspondientes receptores asociados a proteínas G, con la consiguiente 
activación de una o más cascadas de señalización (Hausenloy and Yellon, 
2009). Las principales vías mediadoras implicadas en la protección por IPoC 
han sido, al igual que en el IPC, las vías RISK, SAFE y GMPc/PKG, que 
acabarían confluyendo a nivel mitocondrial, inhibiendo, principalmente, la 
apertura del mPTP (Przyklenk, 2013). Sin embargo, en el caso del 
postcondicionamiento cabe destacar que una parte importante de la protección 
puede ser debida a que retrasa la recuperación del pH intracelular durante la 
reperfusión, prolongando la acidosis durante los primeros minutos de la misma 
(Inserte et al., 2009), y permitiendo, por tanto, la persistencia de un factor 
cardioprotector clave durante esta fase (Rodríguez-Sinovas et al., 2009). El 
retraso en la recuperación del pH intracelular puede explicarse, al menos en 
parte, porque los ciclos breves de isquemia-reperfusión reducen el lavado de 
lactato y otros metabolitos, ayudando así a mantener la acidosis (Inserte and 
García-Dorado, 2015). Además, se ha sugerido que la activación de la PKG 
inhibe la actividad del intercambiador Na+/H+ de la membrana plasmática. Así, 
la inhibición farmacológica de la vía GMPc/PKG consiguió abolir los efectos 
protectores del IPoC en corazones aislados de rata sometidos a 40 minutos de 
isquemia global seguida de reperfusión, efecto asociado a una aceleración de 
la recuperación del pHi (Inserte et al., 2011a). 

Por otro lado, es importante remarcar que el IPoC es capaz de activar 
la vía del GMPc/PKG de forma independiente de la activación de Akt, y 
dependiente de la reducción del estrés oxidativo durante la reperfusión (Inserte 
et al., 2013). Así, en corazones aislados de rata se demostró que la atenuación 
de la producción de O2- por el IPoC al inicio de la reperfusión, lograba limitar la 
oxidación de BH4, y por tanto reducía el desacoplamiento de eNOS, 
incrementando así la activación de la vía GMPc/PKG dependiente de NO (Fig. 
6). Además, también se ha visto que el IPoC reduce la actividad de SERCA al 
inicio de la reperfusión, debido a un retraso en la fosforilación de 
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phospholamban (PLB), efecto a su vez mediado por activación de PKG e 
inhibición de PKA y de CaMKII (Inserte et al., 2014). Este efecto contribuiría a 
la protección por IPoC, favoreciendo la extrusión del calcio citosólico a través 
del intercambiador Na+/Ca2+ sarcolemal (Inserte et al., 2014). 

 
4.3 CONDICIONAMIENTO ISQUÉMICO REMOTO 
Tras la aparición en escena del precondicionamiento isquémico, 

Przyklenk y colaboradores describieron, en 1993, en un modelo de corazón in 
situ canino, que la aplicación de isquemias transitorias en el territorio de una 
arteria coronaria, era capaz de reducir los efectos deletéreos de una isquemia 
más prolongada en un territorio remoto, irrigado por una arteria coronaria 
distinta (Przyklenk et al., 1993). Se trataba, por tanto, de la primera descripción 
de una maniobra conocida como “precondicionamiento isquémico remoto”, en 
este caso, intraórgano. Estudios posteriores permitieron confirmar que estas 
isquemias transitorias podían aplicarse también a un órgano distante, y 
diferente al que se pretende proteger, con el hallazgo de que el tamaño del 
infarto de miocardio podía ser reducido mediante la aplicación de episodios 
breves de isquemia-reperfusión en el riñón o a nivel intestinal, aplicados 
inmediatamente antes de la isquemia miocárdica (Gho et al., 1996; Hausenloy 
and Yellon, 2008). Más tarde se descubrió que era posible aplicar esta 
maniobra no sólo antes de la isquemia miocárdica prolongada, sino también en 
el momento de la reperfusión (Kerendi et al., 2005) (postcondicionamiento 
isquémico remoto) o incluso durante la propia isquemia (percondicionamiento 
isquémico remoto) (Schmidt et al., 2007). Independientemente del momento de 
aplicación, el hecho más interesante desde el punto de vista clínico es que los 
ciclos condicionantes pueden también aplicarse en una extremidad corporal, 
mediante el inflado y desinflado de un manguito de presión (Andreka et al., 
2007). La eficacia del condicionamiento remoto reduciendo el tamaño del 
infarto se ha demostrado en varias especies, incluyendo rata (Giricz et al., 
2014) o cerdo (Andreka et al., 2007). 

Figura 6. Mecanismo propuesto para la 
activación de la vía GMPc/PKG dependiente 
de NO por el IPoC. El IPoC atenúa la 
producción de O2- generado al inicio de la 
reperfusión, reduciendo el estrés oxidativo y 
el desacoplamiento de eNOS. NO, óxido 
nítrico; ONOO-, peroxinitrito; O2-, 
superóxido; eNOS, óxido nítrico sintasa 
endotelial; BH4, tetrahidrobiopterina; sGC, 
guanilil ciclasa solubre adenilato. Tomado 
de (Inserte et al., 2013). 
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En general, el “condicionamiento isquémico remoto” (RIC) es una 
maniobra no invasiva y fácil de realizar en la clínica, y es segura, efectiva y 
económica, lo cual la convierte en un firme candidato para su traslación en 
pacientes con SCAEST (Heusch et al., 2015). El protocolo estándar consiste en 
3-4 ciclos de isquemia y reperfusión, de 5 minutos de duración, aplicados en un 
brazo o pierna. Sin embargo, el algoritmo más efectivo aún no ha sido 
identificado (Przyklenk, 2013; Heusch et al., 2015). 

Desde el punto de vista clínico, el RIC, ejercido en un órgano o tejido 
distante al cardiaco, podría resultar más interesante que el IPC o el IPoC 
(Heusch et al., 2015). Mientras que el condicionamiento isquémico local es una 
técnica invasiva, que requiere disponer de un laboratorio de hemodinámica con 
capacidad para acceder al vaso coronario de forma percutánea, el RIC se 
puede hacer de forma sencilla, incluso en una ambulancia, mediante ciclos de 
hinchado y deshinchado de un manguito colocado en alguna extremidad, 
anterior o inferior, del paciente (Heusch et al., 2015). 

La primera aplicación clínica del precondicionamiento isquémico 
remoto (n=57), demostró una reducción significativa en la liberación de 
troponina-T a 6, 12, 24, 48 y 72 horas de la intervención, en pacientes 
sometidos a cirugía de bypass coronario (Hausenloy et al., 2007). Igualmente, 
en un ensayo más amplio (n=329), se observó una mejoría en los pacientes 
que fueron intervenidos con esta misma cirugía (Thielmann et al., 2013). En 
este caso, además de la reducción en la liberación de troponina-I perioperativa, 
también se halló una reducción en la mortalidad cardiaca, mortalidad por 
cualquier causa y en eventos cardiacos y cerebrovasculares adversos 
(MACCE, variable compuesta por mortalidad por cualquier causa, infarto de 
miocardio, reingreso por insuficiencia cardiaca e ictus isquémico transitorio), 
tras un periodo de seguimiento de 1.5 años desde la intervención (Thielmann et 
al., 2013). Además, el ensayo CRISP-Stent, con 192 pacientes sometidos a 
ciclos de condicionamiento remoto antes de una angioplastia electiva, también 
resultó en una marcada reducción de la liberación de troponina cardiaca, así 
como en una disminución de eventos cardiacos adversos mayores a largo 
plazo, 6 años después de la intervención (Davies et al., 2013). No obstante, 
dos recientes meta-análisis (Hausenloy et al., 2015; Meybohm et al., 2015) 
(n=1612 y n=1403, respectivamente) no parecen haber hallado mejoras en las 
principales variables clínicas en pacientes sometidos a cirugías cardiacas 
electivas. En estos casos, las principales variables fueron compuestas, como la 
constituida por eventos cardiacos adversos (Hausenloy et al., 2015), o como la 
formada por muerte por cualquier causa, infarto de miocardio no fatal, nuevo 
accidente cerebrovascular e insuficiencia renal aguda (Meybohm et al., 2015). 

Sobre el percondicionamiento remoto, esto es, el comienzo de los 
ciclos de RIC durante el periodo de la isquemia, existe un estudio pionero en 
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aplicarlo en pacientes con SCAEST (n=333) durante su traslado en ambulancia 
hacia el hospital (Botker et al., 2010). En este ensayo se realizó la maniobra de 
RIC mediante el inflado y desinflado de un manguito de presión colocado sobre 
el antebrazo del paciente, como complemento a la angioplastia primaria, en el 
centro médico correspondiente. Los resultados fueron esperanzadores tanto 
porque el RIC mejoró de forma significativa la cantidad de miocardio salvado, 
determinado mediante SPECT a los 30 días del evento isquémico, como por 
tratarse de una técnica no invasiva, segura y poco costosa. El beneficio del RIC 
persistió a largo plazo, con mejoría clínica en la variable compuesta de eventos 
cardiacos y cerebrovasculares adversos (MACCE), a los 4 años de la 
intervención (Sloth et al., 2014). Más recientemente, y de la misma forma, en 
otro estudio clínico en 197 pacientes con SCAEST, también se halló una 
reducción significativa del tamaño del infarto, determinado mediante resonancia 
magnética cardiaca a los 3-6 días de la intervención (White et al., 2015). La 
maniobra del RIC también se inició con anterioridad a la reperfusión y durante 
la misma. 

En cuanto al postcondicionamiento remoto, un ensayo (n=100) en 
pacientes con SCAEST anterior, en el que se empleó la maniobra RIC a la vez 
que la reperfusión miocárdica con angioplastia primaria, también consiguió 
buenos resultados, reduciendo la liberación enzimática asociada al infarto 
(Crimi et al., 2013). Sin embargo, otro estudio realizado en 360 participantes 
con angina estable o inestable, no encontró diferencias significativas en la 
variable principal, la liberación de troponina-T, tras el procedimiento (Lavi et al., 
2014). Se ha propuesto que la principal causa que explicaría este resultado 
negativo en este último estudio, sería el retraso excesivo en la aplicación de la 
maniobra de postcondicionamiento remoto, que se comenzó hasta 25 minutos 
después de la intervención coronaria percutánea (Lavi et al., 2014). Este hecho 
podría asociarse con que la ventana para la cardioprotección pudiera 
encontrarse cerrada tras ese tiempo, lo que llevaría a plantear diseños de 
ensayos clínicos optimizando el intervalo necesario para que aquella se 
produzca (Fordyce et al., 2015). 

4.3.1 Mecanismos de acción del RIC 
Durante los últimos años se han propuesto, como mínimo, dos teorías 

distintas, que no son mutuamente excluyentes, para explicar la generación de 
la señal cardioprotectora del RIC y su transporte desde el tejido remoto hasta el 
corazón: por un lado la liberación de factores humorales por parte del tejido 
condicionado que son liberados al torrente sanguíneo, y por otro la activación 
de fibras nerviosas sensoriales en el órgano periférico, que activan la 
inervación autonómica cardíaca a través del sistema nervioso central (Heusch, 
2015). En cualquier caso, las cascadas mediadoras de la cardioprotección que 
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se ponen en marcha a nivel cardíaco son similares a las descritas para el 
precondicionamiento isquémico (Sivaraman et al., 2015). 

La posibilidad de que algún factor humoral, liberado por el tejido 
condicionado, fuese responsable de la cardioprotección por RIC, fue 
inicialmente sugerida en estudios que demostraron que la administración del 
efluente coronario de un corazón precondicionado, era capaz de inducir 
protección en otro órgano sometido a isquemia-reperfusión (Dickson et al., 
1999). Esta protección se mantiene incluso cuando ambos órganos son de 
especies diferentes, como se pudo demostrar en un estudio en el que el 
plasma sanguíneo o su dializado, obtenido tras la aplicación de ciclos 
condicionantes en una extremidad en humanos, era capaz de proteger frente al 
infarto en corazones aislados de conejo (Shimizu et al., 2009). Si bien el 
mediador humoral liberado durante los ciclos de RIC no es conocido, sí se han 
propuesto varios candidatos. Mediante aproximaciones proteómicas aplicadas 
sobre el plasma de voluntarios sanos sometidos a RIC (Hepponstall et al., 
2012), se han podido identificar diferencias en el nivel de expresión de 
determinados péptidos. Por otro lado, unas de las moléculas mediadoras de la 
protección del RIC podrían ser los nitritos, pues se ha visto que la 
administración de sulfanilamida (molécula secuestradora de nitritos) abolía los 
efectos cardioprotectores del plasma de voluntarios sometidos a RIC, cuando 
fue utilizada para perfundir corazones aislados de ratón en un ensayo de 
Langendorff (Rassaf et al., 2014). Además, en ratones genéticamente 
modificados deficientes para eNOS, también se perdía la protección inducida 
por RIC (Rassaf et al., 2014). Otro posible mediador podría ser el microRNA-
144, ya que, mediante técnicas de microarray, se ha comprobado el aumento 
de sus niveles en el miocardio de ratón tras ser sometido a RIC, así como su 
descenso significativo provocado por el daño por isquemia-reperfusión (Li et al., 
2014a). Además, los efectos del RIC reduciendo el tamaño del infarto en 
corazón aislado de ratón fueron abolidos por la administración del antagomir 
específico para microRNA-144 (Li et al., 2014a). La protección inducida por el 
RIC podría deberse, así mismo, a la liberación de exosomas o vesículas 
extracelulares desde el tejido condicionado, que actuarían como 
transportadores de las señales cardioprotectoras, bien sean estos microRNAs, 
que quedarían así protegidos de su degradación por las RNAsas plasmáticas, o 
bien otro tipo de mediadores (Giricz et al., 2014). 

La participación de vías nerviosas en la protección inducida por RIC se 
basa en la hipótesis de que los ciclos breves de isquemia-reperfusión en un 
órgano periférico podrían activar un reflejo neural que protegiera al miocardio 
contra una isquemia prolongada (Aimo et al., 2015). La transducción de la 
señal desde el órgano remoto hasta el cardiaco implicaría al sistema somato-
sensorial, la médula espinal, y el sistema nervioso autónomo (Heusch et al., 
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2015). Así, en protocolos in vivo llevados a cabo en conejo, sometidos a 
isquemia-reperfusión miocárdica, la administración de un bloqueante nervioso 
sensorial como el S-nitroso-N-acetilpenicilamina (Redington et al., 2012), o la 
sección del nervio femoral (Steensrud et al., 2010), nervio ciático, vago o 
médula espinal (Donato et al., 2013), fueron capaces de abolir la protección 
otorgada por la maniobra del RIC frente al tamaño del infarto. Asimismo, se ha 
propuesto que la activación del nervio vago, con la consiguiente liberación de 
acetilcolina, pondría en marcha una cascada endógena en los cardiomiocitos, 
por acción sobre sus receptores muscarínicos, que resultaría en la estimulación 
de eNOS y por tanto en el incremento de GMPc (Donato et al., 2013). En 
resumen, el daño local ocasionado por el RIC, activaría esta vía neural a través 
de la estimulación de fibras aferentes sensoriales de la extremidad remota, que 
mandaría una señal hacia la médula espinal para activar tanto al nervio vago 
como a eferentes simpáticos, para finalmente liberar sustancias 
cardioprotectoras en el propio órgano diana (Heusch et al., 2015). Los 
mecanismos humoral y nervioso podrían estar, en parte, interconectados, ya 
que se ha demostrado que el efecto protector que ejerce el plasma de 
personas sometidas a la maniobra de RIC sobre corazones aislados de conejo, 
puede desaparecer si el plasma procede de pacientes con neuropatía periférica 
(Jensen et al., 2012). 
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5 Dificultades en la traslación de los tratamientos 
cardioprotectores a pacientes con SCAEST y posibles 
soluciones 

A la vista de los datos expuestos anteriormente sobre los ensayos 
clínicos utilizados para reducir el daño por reperfusión en pacientes con 
SCAEST se desprende que una gran parte de las estrategias terapéuticas 
investigadas no han sido capaces, desafortunadamente, de cumplir con las 
expectativas que sobre ellas se habían depositado (Gerczuk and Kloner, 2012; 
Vander Heide and Steenbergen, 2013). Las únicas excepciones, como ya se ha 
descrito, parecen ser los tratamientos de cardioprotección endógena mediante 
técnicas de condicionamiento isquémico, y algunas estrategias farmacológicas 
como los -bloqueantes o los tratamientos metabólicos.  

Diversas son las razones que pueden explicar el fallo más o menos 
generalizado en la translación a la práctica clínica de los beneficios 
encontrados en modelos experimentales. Entre ellas se incluyen algunas 
dependientes de la propia fase preclínica, como la falta de robustez de los 
beneficios explorados (Ibañez et al., 2015; Hausenloy et al., 2016). Además, en 
los estudios experimentales, los investigadores minimizan al máximo la 
varianza de diversos factores con el objeto de centrar la atención en los efectos 
de un determinado tratamiento; esto es, se utilizan determinados modelos 
animales bajo unos parámetros homogéneos como la cepa, el sexo, el peso, la 
dieta, el protocolo experimental, el horario de los procedimientos o el buen 
estado de salud. Sin embargo, la población humana susceptible de ser tratada 
es muy heterogénea. La dieta es distinta, pueden tomar medicación para otras 
enfermedades (provocando interferencias con los fármacos testados en los 
ensayos) (Birnbaum et al., 2015; Hausenloy et al., 2016), e incluso se 
desconoce el tiempo definido de la duración de la isquemia (Vander Heide and 
Steenbergen, 2013). Más importantes aún son las diferencias en el sexo, la 
edad y las comorbilidades asociadas, como la diabetes, la obesidad o la 
hipercolesterolemia, que en muchos casos modifican la eficacia de las 
maniobras cardioprotectoras (Sack and Murphy, 2011). Por lo tanto, el elevado 
número de variables reduce las posibilidades de encontrar significación 
estadística ante los beneficios de un tratamiento, ya que sus efectos pueden 
quedar enmascarados por la mencionada variabilidad (Vander Heide and 
Steenbergen, 2013). 

En general, sería útil revisar y optimizar el enfoque clínico del 
tratamiento cardioprotector. Hausenloy y colaboradores, proponen tres 
premisas para ello (Hausenloy et al., 2016). En primer lugar, una selección más 
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rigurosa de la terapia, pues se ha visto que muchos ensayos clínicos podrían 
haber fallado debido a que algunos de los datos experimentales son 
insuficientes o inconsistentes, a la falta de pruebas previas en organismos 
mayores, o a que los animales son frecuentemente jóvenes, sin enfermedades 
ni medicación adicionales. En segundo lugar, una mejora en el diseño del 
ensayo clínico, tanto en la selección de pacientes, como en la dosis y el tiempo 
de la intervención (con el fin de conseguir suficiente concentración del 
tratamiento en sangre durante los primeros minutos de la reperfusión). La 
última proposición es la del uso de terapias combinadas, como describiremos a 
continuación (Hausenloy et al., 2016). 

Precisamente frente a este desafío, como hemos mencionado, una 
posibilidad interesante para aumentar la eficacia de las maniobras 
cardioprotectoras sería la de utilizar terapias combinadas. La razón que 
fundamentaría la utilización de este tipo de terapias frente a las intervenciones 
simples, podría resumirse en tres premisas. En primer lugar, dos tratamientos 
(o más de dos) podrían desarrollar efectos beneficiosos sinérgicos, en tanto en 
cuanto los mecanismos de acción responsables de dichos efectos ocurriesen 
por activación de vías independientes. En segundo lugar, serían útiles en los 
casos en que las dosis máximas de cada procedimiento no pudieran ser 
aplicadas (como por falta de tiempo para poder aplicar un protocolo de RIC 
completo). Por último, una terapia conjunta podría ser conveniente cuando las 
comorbilidades o la medicación para otras enfermedades pudieran reducir la 
eficacia de alguno de los tratamientos que forme parte de esa combinación. 

No obstante, a día de hoy esta posibilidad no ha sido lo suficientemente 
explotada. Se han realizado algunos estudios tratando de encontrar sinergias 
entre el beneficio obtenido por distintas estrategias de condicionamiento 
isquémico pero, de nuevo, los resultados no siempre han sido esperanzadores. 
Así, en el ensayo RIPOST-MI se evaluó, en un total de 151 pacientes con 
SCAEST, la eficacia del percondicionamiento remoto solo o en combinación 
con el postcondicionamiento local como tratamientos adjuntos a la angioplastia 
primaria (Prunier et al., 2014). El tamaño del infarto, correlacionado con la 
liberación de creatina quinasa-MB a las 72 horas de la intervención, fue menor 
en todos los casos con respecto al control, pero la combinación de ambas 
estrategias no consiguió una mayor reducción del infarto que el 
percondicionamiento por separado (Prunier et al., 2014). Además, no se 
constituyó un grupo que exclusivamente recibiera postcondicionamiento, con lo 
que no sabemos cuál hubiese sido su efecto aisladamente. Otro caso es el 
ensayo LIPSIA (n=696) (Eitel et al., 2015), en el que se observó un aumento 
del índice de miocardio salvado en los pacientes con SCAEST tratados con la 
combinación de RIC y postcondicionamiento isquémico local junto a la 
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angioplastia primaria. Sin embargo, el postcondicionamiento sólo no logró el 
aumento del miocardio salvado (Eitel et al., 2015). Igualmente, no se constituyó 
un grupo que exclusivamente recibiera RIC como adjunto a la terapia de la 
angioplastia primaria. En el ámbito experimental, otro estudio también combinó 
ambas estrategias de condicionamiento (RIC y postcondicionamiento 
isquémico local), sobre un modelo de isquemia-reperfusión in vivo en corazón 
de rata (Sachdeva et al., 2014), pero en este caso, ni cada maniobra por 
separado ni la combinación de ambas, fueron capaces de reducir el tamaño del 
infarto respecto al grupo control. Sin embargo, hay que destacar que todos 
estos estudios podrían incumplir la primera premisa mencionada anteriormente, 
ya que, como hemos comentado antes, los mecanismos de las estrategias 
combinadas podrían ser similares. 

Por otro lado, la combinación de un tratamiento farmacológico junto con 
otro que desencadene protección endógena (como es el caso del mencionado 
condicionamiento), ha sido muy poco investigada hasta la fecha, y 
generalmente sobre modelos animales. En un modelo de corazón aislado de 
rata, antes de extraer el corazón se llevó a cabo un pretratamiento 
farmacológico con fasudil, un inhibidor de la Rho quinasa, componente de una 
vía de señalización que desempeña un papel deletéreo en el daño por 
isquemia-reperfusión miocárdico (Li et al., 2014b), junto con un protocolo de 
postcondicionamiento isquémico tras la isquemia-reperfusión global. Se 
observó que ambos tratamientos, de manera independiente, reducían el 
tamaño del infarto significativamente y que, además, la combinación de ambas 
estrategias lograba una reducción del infarto sinérgica, más potente que cada 
tratamiento por separado (Li et al., 2014b). En otro trabajo experimental, sobre 
un modelo de isquemia-reperfusión en corazón neonatal porcino, se investigó 
la combinación de precondicionamiento remoto y administración de glucosa e 
insulina antes de la isquemia (Schmidt et al., 2014b). Pese a que la 
combinación de ambas estrategias sí logró reducir significativamente el tamaño 
del infarto, el grupo únicamente precondicionado mostró una tendencia al 
aumento del área necrótica con respecto al grupo control, e incluso fue 
significativamente mayor en el grupo tratado con glucosa e insulina. 

Por todo lo expuesto anteriormente, esta tesis doctoral pretende 
investigar los posibles efectos cardioprotectores, frente al daño por reperfusión, 
de una estrategia terapéutica basada en la combinación de dos tratamientos 
con mecanismos de acción distintos: por un lado, los mecanismos de 
cardioprotección endógena, como el RIC, que en principio dependen de la 
activación de cascadas citosólicas de cardioprotección a nivel miocárdico, y por 
otro lado, los tratamientos con agentes moduladores del metabolismo 
miocárdico, como la administración de una solución de GIK o el tratamiento con 
agonistas de los receptores GLP-1, como la exenatida. La elección de estas 
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dos estrategias se basa en sus efectos positivos sobre el tamaño del infarto en 
estudios clínicos recientes (Botker et al., 2010; Selker et al., 2012; Lonborg et 
al., 2012a), y en la relativa seguridad y sencillez de la aplicación de ambos 
tratamientos. Los efectos sobre el tamaño del infarto de esta combinación no 
han sido descritos previamente. Adicionalmente, investigaremos los 
mecanismos responsables de los posibles efectos cardioprotectores de los 
tratamientos propuestos, tanto cuando se administran de forma separada como 
en combinación. 
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HIPÓTESIS 
 

El tratamiento combinado mediante condicionamiento isquémico 
remoto y agentes moduladores del metabolismo miocárdico es capaz de 
ejercer, debido a sus diferentes mecanismos de acción, efectos 
cardioprotectores aditivos frente al daño por reperfusión, superiores al de las 
intervenciones por separado. 
 
 
OBJETIVOS 
 

Los objetivos de esta tesis son: 
1. Determinar si las intervenciones sobre el metabolismo de la glucosa 

tienen un efecto aditivo sobre la cardioprotección obtenida mediante 
condicionamiento isquémico remoto en un modelo de corazón porcino in situ 
sometido a oclusión coronaria transitoria. 

2. Establecer los mecanismos responsables de la protección inducida 
por las intervenciones sobre el metabolismo de la glucosa, y la relación de 
éstos con los causantes de la protección por condicionamiento isquémico 
remoto, en un modelo de corazón porcino in situ. 

3. Analizar los mecanismos humorales que subyacen al efecto 
protector del condicionamiento isquémico remoto, así como su eficacia 
cardioprotectora en un modelo de isquemia-reperfusión en corazón aislado de 
una especie animal distinta. 
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1 Efectos del tratamiento con RIC, GIK y exenatida, solos o 
en combinación, sobre el daño por isquemia-reperfusión en un 
modelo de corazón porcino in situ 

1.1 ANIMALES E INSTRUMENTACIÓN 
El presente estudio se ajusta a la normativa nacional y europea sobre 

protección de los animales utilizados para fines científicos (Directiva 
2010/63/EU del Parlamento Europeo). El proyecto fue aprobado por el Comité 
Ético del Institut de Recerca Vall d’Hebron de Barcelona (números de 
referencia: 53/11 CEEA y 13/15 CEEA). 

En este estudio se utilizaron 46 cerdos macho de granja, de raza 
híbrida (Sus scrofa domestica Lineo, 1758), con un peso medio de 25-30 Kg, y 
que habían estado en ayunas durante las 12 horas previas a la cirugía. Los 
animales fueron premedicados con tiletamina-zolazepam (4-6 mg/Kg, IM) y 
xilacina (1-2 mg/Kg, IM), anestesiados con propofol-lipuro 1% (1.5-2.5 mg/Kg, 
IV, seguido de una infusión continua de 11 mg/Kg/h) y con fentanilo (5 g/Kg, 
IV, seguido de una infusión continua de 3-6 g/Kg/h), e intubados, 
manteniéndose la respiración pulmonar mediante un sistema ventilador Puritan 
Bennett 7200 (Puritan Bennett Corporation, Carlsbad, California, Estados 
Unidos) con una concentración de oxígeno de aproximadamente un 40%. La 
arteria y vena femoral izquierda fueron canuladas para obtener la presión 
aórtica (AP) y para recoger muestras de sangre, respectivamente. La arteria 
femoral derecha fue disecada y rodeada con un lazo de goma elástica, que se 
utilizó para realizar la maniobra de condicionamiento isquémico remoto. A 
continuación se procedió a exponer el corazón, mediante esternotomía media y 
apertura del pericardio, que se suturó a los bordes de la esternotomía para así 
mejorar el acceso al órgano. La arteria coronaria descendente anterior 
izquierda (DA, Descendente Anterior) fue disecada en su punto medio, por 
debajo de la primera rama diagonal, y rodeada con un lazo de goma elástica. 
Este punto de disección se utilizó para realizar la oclusión de la arteria 
coronaria mediante ligadura (Fig. 7-E), mientras que un segundo punto de 
disección, localizado un centímetro distal al primero, se utilizó para medir el 
flujo sanguíneo coronario (Fig. 7-D) (Rodríguez-Sinovas et al., 2009). 

Los gases arteriales fueron monitorizados durante todo el 
procedimiento experimental, y mantenidos dentro de los límites normales. Se 
registró, de forma continua, en un ordenador, la derivación II del 
electrocardiograma (ECG) para monitorizar la frecuencia cardiaca y la 
presencia de arritmias ventriculares. En el caso de que estas fuesen malignas 
(fibrilación ventricular o taquicardia ventricular sostenida que comprometiese 
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los parámetros hemodinámicos del animal), se revirtieron mediante 
desfibrilación interna a 30 Julios. Las pérdidas de líquidos se compensaron 
mediante administración intravenosa de suero fisiológico (10 ml/kg/h). Al final 
de los experimentos, los animales fueron sacrificados con una sobredosis de 
pentotal sódico (100 mg/Kg, IV). 

1.2 REGISTRO DE PRESIONES AÓRTICA Y VENTRICULAR 
La presión aórtica se registró mediante un catéter relleno de suero 

fisiológico, conectado, por un extremo a la cánula introducida en la arteria 
femoral izquierda, y por el otro, a un transductor de presión (Coulbourn 
Instruments, Lehigh Valley, Estados Unidos). La presión del ventrículo 
izquierdo (PVI) y su derivada (dP/dt VI) fueron determinadas utilizando un 
transductor de presión Millar SPR-350 Mikro-Tip (Millar Instruments, Inc, Texas, 
Estados Unidos) colocado, por punción desde el ápex cardiaco, en el interior 
del ventrículo izquierdo (Fig. 7-C) (Rodríguez-Sinovas et al., 2009). 

1.3. DETERMINACIÓN DEL FLUJO SANGUÍNEO CORONARIO 
Para la medida del flujo sanguíneo se utilizó un medidor de flujo por 

ultrasonidos (Transonic System Inc, modelo T206, New York, Estados Unidos), 
situado alrededor de la DA en el punto de disección distal (Fig. 7-D). 

 
 
 
 

Figura 7. Imagen de un corazón porcino tras la apertura del pericardio y su 
instrumentación. A, Par de cristales en la zona control del miocardio. B, Par de 
cristales en el área en riesgo del miocardio. C, Transductor de presión Millar en el 
ápex. D, Punto de disección de la coronaria DA con un medidor de flujo sanguíneo. 
E, Punto de disección de la coronaria DA para realizar la oclusión mediante 
ligadura. 
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1.4 FUNCIÓN REGIONAL DEL VENTRÍCULO IZQUIERDO 
La contractilidad regional del miocardio se determinó utilizando dos 

pares de cristales piezoeléctricos hemisféricos (1 mm de diámetro) de 
poliestireno insertados, por punción, en el tercio interior de la pared ventricular 
izquierda. Los dos cristales de cada par fueron situados a aproximadamente 1 
cm de distancia, perpendicularmente al eje largo del ventrículo izquierdo. Uno 
de los pares fue implantado en el miocardio susceptible de quedar en isquemia 
(área en riesgo) (Fig. 7-B), mientras que el otro par se colocó en una zona 
control del ventrículo izquierdo (Fig. 7-A). 

La longitud telesistólica (LTS) y la longitud telediastólica (LTD) fueron 
identificadas en los registros, y la fracción de acortamiento sistólica (AS) fue 
calculada a partir de la ecuación AS = (LTD-LTS)/LTD. Las medidas 
telediastólicas fueron tomadas en el punto en que la dP/dt positiva comenzaba 
su ascenso, mientras las dimensiones telesistólicas se tomaron 20 ms antes 
del punto más bajo de la dP/dt negativa (Fig. 8).  
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Figura 8. Registros representativos, tomados en situación basal en el modelo 
porcino, de la presión del VI (PVI), su derivada (dP/dt VI) y de la contractilidad 
regional en la zona control (Cristal C) y en el área en riesgo (Cristal Isq), y 
mostrando el método utilizado para determinar la longitud telediastólica (C-1 y D-1) 
y telesistólica (C-2 y D-2) en estos últimos, utilizando para ello la dP/dt VI. 
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1.5 PROTOCOLOS EXPERIMENTALES 
Todas las señales (ECG, presiones, flujo coronario y contractilidad 

regional) fueron amplificadas y registradas en un ordenador mediante el 
interfaz ML119 PowerLab, conectado al programa Chart 5.0 (ADInstruments, 
Castle Hill, Australia). Para evaluar los efectos de los tratamientos sobre el 
daño por isquemia-reperfusión, 46 animales fueron sometidos a 40 minutos de 
oclusión de la arteria coronaria DA, seguidos de 2 horas de reperfusión (n=7-
10/grupo) (Fig. 9). 

La concentración de glucosa en sangre fue medida en todos los 
animales, antes de la isquemia y a los 5 minutos de reperfusión, utilizando un 
kit de diagnóstico disponible comercialmente (Glucocard G+ meter, Arkray 
Factory, Shiga, Japón). La de insulina se determinó en muestras de plasma 
tomadas a los 5 minutos de reperfusión, mediante un kit de ELISA colorimétrico 
(ab100578, Abcam, Cambridge, Reino Unido) a 450 nm. El plasma se obtuvo 
en tubos con citrato de sodio 0.129M (Vacutainer, Plymouth, Reino Unido) tras 
centrifugación de la sangre completa a 750g, durante 15 minutos. Los animales 
fueron asignados a uno de los siguientes 6 grupos: 

Isquemia-reperfusión control (n=10) 
Los animales recibieron una infusión intravenosa de glucosa 5%, a un 

flujo de 1.5 mL/Kg/h, comenzando a los 10 minutos tras el inicio de la isquemia, 
y manteniéndose hasta el final del experimento (Fig. 9-A). No se realizó 
ninguna maniobra adicional. 

Condicionamiento Isquémico Remoto (RIC) (n=7) 
Los animales de este grupo fueron sometidos a 4 ciclos de 5 minutos 

de isquemia en la extremidad posterior derecha seguidos de 5 minutos de 
reperfusión, comenzando simultáneamente con la ligadura de la arteria 
coronaria DA (Fig. 9-B). Para ello se usó la goma elástica localizada rodeando 
la arteria femoral derecha. 

Glucosa-Insulina-Potasio (GIK) (n=7) 
Este grupo recibió una solución intravenosa que contenía glucosa 30%, 

insulina 50 U/L (Actrapid, Novodisk A/S, Bagsvaerd, Dinamarca) y KCl 80 mEq, 
a razón de 1.5 mL/Kg/h, comenzando su infusión 30 minutos antes del inicio de 
la reperfusión, y continuándose durante toda la duración de la misma (Fig. 9-C), 
tal y como se describió en el ensayo clínico IMMEDIATE (Selker et al., 2012). 

Exenatida (n=8) 
Los cerdos recibieron una infusión intravenosa continua de exenatida 

(Byetta 10, Bristol-Myers Squibb/AstraZeneca EEIG, Middlesex, Reino Unido) 
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(10 g en 100 mL de suero salino 0.9%), que fue suministrada a partir de los 
últimos 15 minutos de isquemia a razón de 72 mL/h (0.12 g/min) y reducida a 
26 mL/h (0.043 g/min) durante todo el periodo de reperfusión (Fig. 9-D), tal y 
como se describió previamente en pacientes (Lonborg et al., 2012a; Lonborg et 
al., 2012b). 

RIC+GIK (n=7) 
La solución de GIK fue administrada simultáneamente con la 

realización de la maniobra de RIC en la arteria femoral derecha, utilizando los 
protocolos previamente descritos (Fig. 9-E). 

RIC+Exenatida (n=7) 
Se combinó el tratamiento con exenatida y RIC utilizando igualmente 

los protocolos descritos con anterioridad (Fig. 9-F). 

 
 
 
 

Figura 9. Protocolos experimentales. A, Grupo control. B, percondicionamiento isquémico 
remoto (RIC) en arteria femoral. C, administración de Glucosa-Insulina-Potasio. D, 
administración de Exenatida. E, administración combinada de RIC y GIK. F, administración 
combinada de Exenatida y RIC. 



MATERIALES Y MÉTODOS 

80 
 

1.6 ANÁLISIS DE LA INCIDENCIA DE ARRITMIAS 
VENTRICULARES MALIGNAS 

Los registros electrocardiográficos fueron examinados para determinar 
la incidencia de taquicardia ventricular (TV), TV sostenida y fibrilación 
ventricular (FV), tanto durante la isquemia como durante la reperfusión. 

La TV se definió en el ECG como 4 o más latidos prematuros 
consecutivos de origen ventricular, a una frecuencia mayor de 100 latidos por 
minuto, y duración del QRS ancho, mayor de 120 ms. Se consideró TV 
sostenida a aquella cuya duración fuese superior a 30 segundos. La FV se 
definió como una actividad eléctrica caótica, desorganizada e irregular en 
morfología, y sin ondas del ECG claramente diferenciables. En los tres casos, 
las arritmias malignas se asociaron con un descenso marcado en la presión 
aórtica y en la presión del ventrículo izquierdo. 

1.7 DETERMINACIÓN DEL ÁREA EN RIESGO Y DEL TAMAÑO DEL 
INFARTO 

Al final del periodo de dos horas de reperfusión, la arteria coronaria DA 
fue reocluida y se inyectaron, de forma intravenosa, 10 mL de fluoresceína 
sódica al 10% (Laboratoires THEA, Clermont-Ferrand, Francia). El corazón fue 
rápidamente extraído, enfriado a 4ºC, y cortado en seis secciones 
transversales (1-1.5 cm de grosor), perpendiculares al eje largo del corazón. 
Inmediatamente, las secciones fueron pesadas en una balanza de precisión 
(Precisa 180A, Zurich, Suiza) y fotografiadas con una cámara digital y una 
escala de referencia, bajo luz ultravioleta, para delinear el área en riesgo. Las 
secciones fueron entonces incubadas (37ºC, pH 7.4) en una solución de cloruro 
de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC) al 1% durante 15 minutos y fotografiadas de 
nuevo, esta vez bajo luz blanca. La tinción con TTC adopta, en tejido viable, un 
color rojo debido a su reducción mediante una reacción dependiente de NADH, 
únicamente presente en células que hayan conservado su sarcolema. Por el 
contrario, las zonas necróticas, cuyas células presentan rotura del sarcolema, 
presentan una coloración blanca, al haberse perdido el contenido citosólico de 
NADH. El tamaño de la zona en riesgo y del área necrótica fue determinado a 
través de las imágenes digitales obtenidas utilizando el programa Image-Pro 
Plus (Media Cybernetics, Estados Unidos). La masa de miocardio en riesgo y el 
tamaño del infarto se calcularon a partir de estas mediciones, teniendo en 
cuenta el peso fresco de cada una de las secciones del órgano cardiaco. 

1.8 ESTADÍSTICA 
Los datos se han expresado como media±SEM (SEM, error estándar 

de la media). La presencia de diferencias, entre los distintos grupos, en las 
concentraciones de insulina, de la temperatura, del tamaño del área en riesgo y 
del tamaño del infarto se determinó mediante análisis de varianza (ANOVA) y el 
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post-test de Tukey, y mediante ANOVA jerarquizado. En este último caso, el 
nivel superior fue el número de tratamientos cardioprotectores aplicados (0, 1, o 
2). Un segundo nivel fue constituido por los diferentes grupos con tratamientos 
individuales (placebo, RIC, GIK, exenatida) o combinados (RIC con GIK, RIC 
con exenatida). El análisis de las arritmias se realizó mediante el test no 
paramétrico de Kruskal Wallis, junto con un ANOVA jerarquizado. Las 
diferencias entre los distintos grupos en la evolución a lo largo del tiempo de la 
concentración de glucosa, la fracción de acortamiento sistólica (AS), la 
frecuencia cardiaca o las variables hemodinámicas fueron estudiados mediante 
ANOVA de medidas repetidas (MANOVA) y el test post hoc de Dunnett. Las 
diferencias se consideraron significativas cuando p<0.05. 
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2 Mecanismos implicados en la protección por RIC, GIK o 
exenatida, y por la terapia combinada, sobre el daño por 
isquemia-reperfusión 

2.1 ANIMALES E INSTRUMENTACIÓN 
En esta fase se utilizaron 24 cerdos machos, de raza híbrida, con 

características de peso y ayuno semejantes a las descritas en el punto anterior. 
La premedicación, anestesia y procedimiento experimental fueron los mismos 
especificados en el apartado 1.1 de materiales y métodos. 

2.2 PROTOCOLOS EXPERIMENTALES 
Para evaluar los mecanismos de cardioprotección, los 24 cerdos 

incluidos en esta fase fueron sometidos a 40 minutos de oclusión de la arteria 
coronaria DA seguidos de 5 minutos de reperfusión (n=4/grupo). Se recogieron 
muestras de tejido miocárdico tanto de la zona control como del área en riesgo. 
Estas muestras fueron procesadas para un posterior análisis metabolómico y 
de la respiración mitocondrial, y establecimiento del grado de activación de las 
vías RISK, SAFE y GMPc/PKG mediante western blot, en los diferentes grupos 
experimentales. 

La concentración de glucosa en sangre se midió en todos los animales 
antes de la isquemia y a los 5 minutos de reperfusión, como se ha descrito 
anteriormente. De igual modo, la cantidad de insulina fue medida en muestras 
de plasma obtenido a los 5 minutos de la reperfusión, de la misma forma 
expuesta con anterioridad. 

Los animales fueron asignados aleatoriamente a los mismos grupos 
establecidos en el subestudio previo (control, RIC, GIK, Exenatida, RIC+GIK, 
RIC+Exenatida). 

2.3 ANÁLISIS DEL METABOLISMO MIOCÁRDICO  
Los metabolitos cardiacos de las biopsias tisulares fueron extraídos 

utilizando el método del metanol:cloroformo. Las muestras congeladas (0.1-0.3 
g) fueron trituradas con un mortero hasta conseguir un polvo fino, al que se 
añadió 3 mL de metanol:cloroformo en una proporción 2:1. A los 15 minutos, se 
adicionaron a la mezcla 1.25 mL de cloroformo y 1.85 mL de agua, con el fin de 
obtener dos fases. Tras una centrifugación a 1200 g durante 5 minutos, a 
temperatura ambiente, la fase superior (metanol y agua) fue separada de la 
fase inferior (orgánica). Con la fase intermedia resultante se repitió el proceso 
de extracción, y tanto la fracción orgánica como la acuosa fueron agrupadas 
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con las obtenidas inicialmente. La fase acuosa fue liofilizada y almacenada a -
20ºC hasta su análisis mediante espectroscopía de RMN. 

Los extractos liofilizados provenientes de la fase acuosa fueron 
disueltos en 600 L de dióxido de deuterio (#151882, Sigma-Aldrich, Steinheim, 
Alemania) conteniendo 1 mmol/L de TSP (ácido 3-(Trimetilsilil) tetradeuterio-
propiónico) (#178837, Sigma-Aldrich), utilizado como un estándar interno de 
concentración y de desplazamiento químico. A continuación se obtuvieron 
espectros de resonancia magnética nuclear de protón (1H-RMN) en un 
espectrómetro Bruker Advance 400 (Bruker, Karlsruhe, Alemania), conectado a 
un imán vertical de 9.4 T de campo magnético (Barba et al., 2007). 

Cada espectro consistió en la acumulación de 64 escaneados 
utilizando una secuencia de pulso y adquisición completamente relajada, con 
presaturación de la señal del agua residual. Otra secuencia de pulsos fue la 
NOESYPR1D, con un tiempo de mezcla NOE de 100 ms, y con un tiempo entre 
pulsos de 2s. De algunas muestras seleccionadas se obtuvieron espectros 
bidimensionales, 1H-1H TOCSY y 1H-13C HSQC, para facilitar la asignación de 
los picos detectados a compuestos químicos concretos (Tabla 1). Los 
espectros fueron procesados utilizando el programa XWINNMR (Bruker), se 
sometieron a la transformación de Fourier y sus fases fueron corregidas 
manualmente.  

La determinación química de los compuestos contenidos en las 
muestras, así como la concentración de los mismos, se realizó gracias a bases 
de datos previamente publicadas y anexionadas al programa Chenomx 
(Chenomx Inc, Canadá), el cual facilitó la asignación de los picos de los 
espectros con los metabolitos correspondientes. 
Secuencia Pulso-Adquisición NOESY TOCSY 1H-13C HSQC 

 
Número de 
repeticiones 

 
32 

 
128 

 
256*256 

 
256*256 

Tiempo entre 
pulsos 

9.5 s 5.5 s   
Resolución 
de los 
espectros 

64 k 32 k 2 k 1 k 

Multiplicación 
exponencial 

0.5 0.3   
Tiempo total 6 min 12 min 12h 1d 5h 
Tiempo de 
mezcla NOE 

  
0.1 s 

 
0.1 s 

 
     

 
 Tabla 1. Parámetros de los protocolos utilizados en los análisis de RMN sobre los extractos 

de miocardio. 
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2.4 ESTUDIO DEL GRADO DE ACTIVACIÓN DE VÍAS DE 
SEÑALIZACIÓN CITOSÓLICAS CARDIOPROTECTORAS 

Para investigar si la cardioprotección observada en el subestudio previo 
era debida a la activación de algunas cascadas citosólicas que diversos 
autores han relacionado con la presencia de cardioprotección, como las vías 
RISK, SAFE o GMPc/PKG, analizamos el grado de fosforilación y la expresión 
total de diversas proteínas involucradas en las mismas. 

El grado de activación de la vía RISK en los distintos grupos 
experimentales se analizó, mediante western blot convencional (Sánchez et al., 
2013), en fracciones totales obtenidas a partir del miocardio de la zona control 
y del área en riesgo, determinando el estado de fosforilación de Akt, ERK1/2 y 
GSK3. Para estudiar el grado de activación de la vía SAFE, se analizó el 
estado de fosforilación de STAT3. Adicionalmente, también se determinó la 
activación de p38 MAPK, AMPK, y la expresión de Cx43. En todos los casos, 
se calculó la relación entre las formas fosforiladas y las totales. Como controles 
de carga se utilizaron la expresión de la succinato-ubiquinol oxidoreductasa 
(OxPhos Complex II) o de GAPDH. Las muestras miocárdicas obtenidas fueron 
rápidamente congeladas con nitrógeno líquido para minimizar la degradación 
de proteínas, y fueron homogeneizadas con un politrón (Diax 600 homogenizer, 
Heidolph, Alemania) en un 1 ml de tampón de homogeneización frío (en 
mmol/L: Tris-HCl 20, NaCl 140, EDTA 0.8 (pH 7.8), NaF 1, Na3VO4 1, y un 
cóctel de inhibidores de proteasas 1% (Protease Inhibitor Cocktail, Sigma-
Aldrich). Los extractos totales cardiacos se obtuvieron a partir del sobrenadante 
tras una centrifugación a 750 g durante 10 minutos (4ºC). La concentración de 
proteínas de las fracciones totales así obtenidas se determinó mediante el 
método de Bradford (Sánchez et al., 2013). 

Las proteínas de las fracciones totales se separaron en condiciones 
desnaturalizantes por su peso molecular mediante electroforesis SDS-PAGE. 
El gel concentrador se preparó al 4% (acrilamida/bisacrilamida 37.5:1 al 4%, 
Tris base 0.125nM, SDS 0.1%, APS 0.05%, TEMED 0.1%, pH 6.8), y el gel 
separador al 10% (acrilamida/bisacrilamida 37.5:1 al 10%, Tris base 0.375 mM, 
SDS 0.1%, APS 0.05%, TEMED 0.1%, pH 8.8). Los geles se montaron en un 
sistema Mini-Protean III (Bio-Rad, Estados Unidos) sumergidos en tampón de 
electroforesis (Tris 25mM, glicina 192mM, SDS 0.1%, pH 8.3). Las muestras se 
mezclaron con laemmli 2X (Bio-Rad, Estados Unidos), calentándose a 95ºC 
durante 5 minutos, para a continuación cargar la misma cantidad de proteína 
(entre 20 y 30 g) para cada muestra en cada pocillo. Junto a las muestras, en 
pocillos adicionales, se cargó un marcador de peso molecular (Precision Plus 
Protein Standards Dual Color, Bio-Rad, Estados Unidos). Tras la carga, se 
aplicó a los geles una corriente de intensidad constante (20 mA por gel), 
suministrada por una fuente de alimentación (Power Pac 300, Bio-Rad, Estados 
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Unidos). La electroforesis se detuvo cuando el frente de azul de bromofenol 
(contenido en el laemmli) salió del gel (tras 2 horas, aproximadamente). 

Las proteínas de los geles fueron transferidas a membranas de 
nitrocelulosa (Hybond ECL, Amersham Biosciences, Suecia) mediante 
transferencia húmeda. La transferencia se realizó a 100 V durante 1 hora, con 
el tampón de transferencia (metanol 20%, Tris base 25 mM, glicina 20 mM), 
mantenido a 4ºC. Para confirmar una carga de proteína similar en todos los 
carriles, las membranas se tiñeron con rojo de Ponceau. A continuación se 
lavaron con TBS-Tween 0.1% (Tris base 20 mM, NaCl 138 mM, Tween 20 
0.1%, pH 7.4), y se bloquearon con phosphoblocker (Cell BioLabs, Inc, San 
Diego, Estados Unidos) o con leche desnatada en polvo (para proteínas 
fosforiladas o totales, respectivamente) 5% en TBS-Tween 0.1% durante 1 
hora. Tras este paso, las membranas se lavaron con TBS-Tween 0.1% y se 
incubaron, durante 90 minutos a temperatura ambiente, con los anticuerpos 
primarios correspondientes disueltos en TBS, conteniendo un 10% de 
Superblock Blocking Buffer (Pierce, Estados Unidos). Finalmente, las 
membranas se lavaron con TBS-Tween 0.1% y se incubaron, durante 1 hora, 
con el anticuerpo secundario correspondiente conjugado con peroxidasa de 
rábano (disuelto en phosphoblocker o leche 5%). Tras el lavado de las 
membranas, la expresión de las distintas proteínas se detectó mediante 
quimioluminiscencia usando Super Signal West Dura Extended Duration 
(Pierce, Estados Unidos) como sustrato de la peroxidasa, y registrando la 
quimioluminiscencia con la cámara CCD LAS-3000 (Fujifilm, Japón). La 
densidad óptica de las bandas se cuantificó utilizando un programa de análisis 
de imagen (Image Gauge, Fujifilm, Japón). 

Además de las vías RISK y SAFE, el papel desempeñado por la vía del 
GMPc/PKG también se investigó mediante análisis por western blot del grado 
de fosforilación de eNOS, tal y como se ha descrito previamente (Inserte et al., 
2013). En este caso, las muestras fueron homogeneizadas en tampón 
conteniendo (en mmol/L) Tris-HCl 50, NaCl 150, EDTA 10, DTT 1, NaF 10, 
Na3VO4 2, Tritón X-100 1%, y un cóctel de inhibidores de proteasas 1% 
(pH7.3), y fueron centrifugadas a 15000 g durante 15 minutos. Los extractos de 
proteína fueron separados mediante electroforesis, como se ha descrito 
anteriormente, en geles de poliacrilamida al 7.5 – 12 %. La determinación de la 
relación dímero:monómero de eNOS se realizó mediante una electroforesis a 
baja temperatura. Estas muestras se utilizaron, así mismo, para determinar la 
formación de nitrotirosina. 

2.4.1 Anticuerpos 
Para evaluar el grado de fosforilación de las proteínas analizadas se 

utilizaron los siguientes anticuerpos: anti-p-Akt (Ser473), anti-p-ERK1/2 
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(Thr202/Tyr204), anti-p-GSK3 (Ser9), anti-p-STAT3 (Tyr705), anti-p-p38 
MAPK (Thr180/Tyr182) y anti-p-eNOS (Ser1174) (Cell Signaling, Estados 
Unidos, referencias #9271, #9101, #9323, #9131, #4511 (dilución 1:500), y 
#9571 (dilución 1:1000), respectivamente), y anti-p-AMPK1 (Thr183) + anti-p-
AMPK2 (Thr172) (abcam, Reino Unido, referencia ab133448, dilución 1:1000). 
Por otro lado, para valorar la expresión total de dichas proteínas se utilizaron 
los anticuerpos anti-Akt, anti-ERK1/2, anti-GSK3, anti-STAT3, anti-p38 MAPK, 
anti-AMPK (Cell signaling, Estados Unidos, referencias #9272, #4695, #9315, 
#9132, #8690 y #5832, respectivamente, dilución 1:1000), y anti-eNOS (BD 
Transduction Laboratory, Estados Unidos, referencia #610296, dilución 
1:1500). La formación de nitrotirosina fue analizada utilizando un anticuerpo 
anti-nitrotirosina (Millipore, Estados Unidos, referencia #06-284, dilución 
1:1000). Finalmente, la expresión de Cx43 y de sus diferentes grados de 
fosforilación se analizó usando el anticuerpo C6219 (Sigma-Aldrich, dilución 
1:8000, formas totales de la proteína). Como control de carga se utilizó anti-
succinato-ubiquinol oxidoreductasa humana (Ox-Phos Complex II, Molecular 
Probes, Eugene, OR, Estados Unidos, dilución 1:2500) para todos los casos 
excepto para el control de carga de Cx43, en cuyo caso se empleó anti-GAPDH 
(GeneTex, Irvine, Estados Unidos, referencia GTX627408, dilución 1:1000). El 
anticuerpo secundario que fue utilizado para todos los primarios fue anti-rabbit 
(#31460, Pierce, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos, dilución 1:50000), 
excepto para p-eNOS y Ox-Phos Complex II, en cuyo caso se utilizó el 
anticuerpo secundario anti-mouse (#1858413, Pierce, dilución 1:1000). 

2.5 ANÁLISIS DE LA RESPIRACIÓN MITOCONDRIAL 
Puesto que la inhibición de la respiración mitocondrial puede limitar el 

daño por isquemia-reperfusión (Valls-Lacalle et al., 2016), decidimos analizar la 
función mitocondrial en muestras obtenidas de los distintos protocolos 
experimentales, con el objeto de averiguar si existían cambios en la misma que 
pudiesen explicar la protección observada. 

Para ello se aislaron mitocondrias a partir de muestras de tejido 
miocárdico que habían sido extraídas, rápidamente, a los 5 minutos de 
reperfusión. Se tomaron muestras tanto de miocardio control como del 
procedente del área en riesgo, que fueron sumergidas en tampón A de 
aislamiento (en mmol/L: sacarosa 290, MOPS 5, pH 7.4, EGTA 2, 
suplementado con albúmina 0.1 %), en frío. El tejido fue homogeneizado con el 
aparato Potter-Elvehjem, y centrifugado a 750 g durante 5 minutos. El 
sobrenadante fue recogido y centrifugado otra vez a 5000 g durante 5 minutos. 
Los “pellets” o precipitados así obtenidos se consideraron como la fracción 
enriquecida en mitocondrias. El contenido en proteína mitocondrial fue 
cuantificado mediante un ensayo de Bradford. 
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El consumo de oxígeno se estableció, a temperatura ambiente, 
mediante un oxímetro, utilizando un electrodo de oxígeno tipo Clark 
(Hansatech, Norfolk, Reino Unido). Las mitocondrias se colocaron en la cámara 
del electrodo de oxígeno, con tampón de respiración (en mmol/L: KCl 100, 
MOPS 5, pH 7.4, EGTA 2, KH2PO4 5, MgCl2 1, con albúmina 0.1 %). El 
consumo de oxígeno se monitorizó tras la adición de sustratos de respiración 
mitocondrial (en mmol/L: malato 2, glutamato 5, y ADP 1), y las tasas de 
consumo de oxígeno se normalizaron respecto a la actividad de la citrato 
sintasa, determinada mediante colorimetría (Matsuoka and Srere, 1973; Ruiz-
Meana et al., 2014). 

2.6 ESTADÍSTICA 
Los datos se han expresado como media±SEM (SEM, error estándar 

de la media). Las diferencias en las variables referentes a los mecanismos 
analizados se evaluaron mediante ANOVA de una vía, mientras que los 
predictores de la actividad mitocondrial y de los datos de western blot fueron 
determinados mediante análisis de regresión paso a paso. Las diferencias se 
consideraron significativas cuando p<0.05. Para el reconocimiento de patrones 
a partir de los extractos sometidos a RMN, los espectros se importaron al 
programa Simca V13 (Umetrics, Umea, Suecia), donde se realizaron métodos 
de análisis no supervisados (PCA, Análisis de Componentes Principales), y 
supervisados (OPLS-DA, Proyecciones Ortogonales a las Estructuras Latentes 
– Análisis Discriminante). 
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3 Estudio de los mecanismos humorales implicados en la 
protección por condicionamiento isquémico remoto 

3.1 PROTOCOLO DE RIC EN MODELO PORCINO 
Para analizar los mecanismos humorales involucrados en la protección 

por RIC se utilizaron seis cerdos macho de granja, de raza híbrida (25-30 kg), 
mantenidos en ayunas desde las 12 horas previas al experimento, que fueron 
intervenidos en dos ocasiones, con una semana de tiempo de recuperación 
entre un procedimiento y el siguiente. En ambas intervenciones, los animales 
fueron premedicados con tiletamina-zolazepam (4-6 mg/Kg, IM) y xilacina (1-2 
mg/Kg, IM), anestesiados con propofol-lipuro 1% (1.5-2.5 mg/Kg, IV, seguido 
de una infusión continua de 11 mg/Kg/h) y con fentanilo (5 g/Kg, IV, seguido 
de una infusión continua de 3-6 g/Kg/h), y ventilados mecánicamente con un 
sistema ventilador Puritan Bennett 7200 (Puritan Bennett Corporation, 
Carlsbad, California, Estados Unidos) con una concentración de oxígeno de 
aproximadamente un 40%. En las dos operaciones se disecó una de las 
arterias femorales, rodeándola con un lazo de goma elástica. Esta goma se 
utilizó, posteriormente, para llevar a cabo la maniobra de condicionamiento 
isquémico remoto (RIC). La vena femoral de la misma extremidad fue canulada 
y utilizada para la recolección de muestras de sangre. 

Los gases arteriales fueron monitorizados durante todo el 
procedimiento experimental, y mantenidos dentro de los límites normales. Se 
registró de forma continua la derivación II del electrocardiograma (ECG) para 
controlar la frecuencia cardiaca y la posible presencia de arritmias 
ventriculares. Las señales fueron registradas en un ordenador mediante el 
interfaz ML119 PowerLab, conectado al programa Chart 5.0 (ADInstruments, 
Castle Hill, Australia).  

En ambas intervenciones se obtuvieron muestras de sangre (60 mL por 
extracción) de los animales en estado basal, que fueron extraídas a través de 
la vena femoral canulada, y recogidas en tubos con heparina (10 UI/mL sangre) 
en frío. Posteriormente, los cerdos fueron sometidos a 4 ciclos de 5 minutos de 
isquemia de la extremidad posterior seleccionada seguidos de 5 minutos de 
reperfusión. Durante los dos últimos minutos de reperfusión del último ciclo del 
RIC, una segunda muestra de sangre (Post-RIC) volvió a tomarse por cada 
animal e intervención (Fig. 10-A). 

Al finalizar la primera cirugía, los cerdos fueron extubados y tratados 
con antibióticos (cefazolina (1 g, IV) y amoxicilina - ácico clavulánico (150 mg/ 
10 Kg, IM), antiinflamatorios (meloxicam, 0.2 mg/Kg, IM) y analgésicos 
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(buprenorfina, 0.05 mg/Kg, IV), volviendo al estabulario para su recuperación. 
Tras la segunda y última intervención, al término del procedimiento 
experimental, los animales fueron sacrificados con una sobredosis de pentotal 
sódico (100 mg/Kg, IV). 

3.2 OBTENCIÓN DE DIALIZADOS PLASMÁTICOS 
Las muestras de sangre basal y post-RIC recogidas en tubos con 

heparina (10 UI/mL de sangre), fueron centrifugadas (15 minutos, 1800 g), a 
baja temperatura (4 ºC). La fase superior resultante, que contenía el plasma 
sanguíneo, fue separada. A continuación se llevó a cabo una diálisis estática 
del plasma. Éste fue introducido en membranas semipermeables de diálisis, 
con un rango de separación de 12-14 kDa (Spectra/Por Dialysis Membrane, 
Spectrum Laboratories, Inc, Estados Unidos), que, a su vez, fueron sumergidas 
en un volumen 10 veces superior de solución de Krebs (en mmol/L: NaCl 118, 
KCl 4.7, MgSO4 1.2, CaCl2 1.8, KH2PO4 1.2) manteniéndose en agitación 
durante 12 horas a 4ºC. Tras este período se recogió la solución de Krebs 
conteniendo los dializados plasmáticos, obtenidos gracias al fenómeno de 
ósmosis por gradiente de concentración. Los dializados fueron conservados a   
-80ºC para preservarlos hasta el día de su utilización (Fig.10-B). 

3.3 ANÁLISIS DEL DIALIZADO PLASMÁTICO MEDIANTE 1H-RMN 
Para confirmar el éxito del proceso de diálisis y para estudiar la 

composición química de los dializados plasmáticos en las muestras obtenidas 
antes y después de la maniobra de RIC, estos se analizaron mediante 
resonancia magnética nuclear. Para ello, se partió de 1 mL de cada dializado 
plasmático porcino (n=12/grupo), tanto de muestra basal como post-RIC. 
Inicialmente, los dializados fueron liofilizados, y posteriormente, resuspendidos 
en 600 L de dióxido de deuterio (Sigma-Aldrich), conteniendo 1 mmol/L de 
TSP (Sigma-Aldrich) como estándar interno de concentración y de 
desplazamiento químico. Los espectros de resonancia magnética nuclear de 
protón (1H-RMN) de las muestras fueron adquiridos mediante el espectrómetro 
Bruker Advance 400 (Bruker, Karlsruhe, Alemania), conectado a un imán 
vertical de 9.4 T de campo magnético, de la misma manera expuesta en el 
apartado 2.3 de “Materiales y Métodos”. Los espectros fueron, finalmente, 
procesados de la forma descrita en el mencionado apartado. 
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3.4 MODELO DE CONDICIONAMIENTO REMOTO EN CORAZÓN 

AISLADO DE RATÓN UTILIZANDO DIALIZADOS PLASMÁTICOS 
PORCINOS 

Un total de 74 ratones machos (Mus musculus, Linneo 1758) de la 
cepa C57BL/6J (Charles-River, Barcelona, España) y 8-10 semanas de vida 
(25-30 g) fueron utilizados en el procedimiento. Los animales fueron 
alimentados ad libitum y mantenidos en jaulas, en habitaciones aclimatadas a 
temperatura constante y condiciones ambientales controladas, hasta el día del 
experimento. 

Figura 10. Protocolos experimentales sobre modelo porcino y murino. A, Extracción de sangre 
basal y Post-RIC en cerdo. B, Obtención de dializado plasmático. C1, Pretratamiento con 
dializados en corazón aislado de ratón. C2, Postratamiento con dializados en corazón aislado 
de ratón. 
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Los ratones fueron anestesiados con pentobarbital sódico (1 g/Kg, IP), 
y sometidos a toracotomía bilateral. Los corazones enteros fueron extraídos 
rápidamente y colocados en suero frío. A continuación fueron perfundidos, de 
forma retrógrada a través de la aorta en un sistema Langendorff (Fig. 11), y a la 
mayor brevedad posible (menos de 3-4 minutos), con una solución de Krebs 
oxigenada (95% O2:5% CO2), a 37 ºC (en mmol/L: NaCl 118, KCl 4.7, MgSO4 
1.2, CaCl2 1.8, NaHCO3 25, KH2PO4 1.2, glucosa 11, pH 7.4) a un flujo 
constante (alrededor de 3.5 ml/min). El flujo de la solución se ajustó para 
producir una presión de perfusión (PP) de 80-90 mmHg en condiciones 
normóxicas (Sánchez et al., 2013). Dicha presión se monitorizó con un catéter 
relleno de agua conectado a un transductor de presión y colocado como una 
vía lateral en el punto de entrada de la solución de Krebs al corazón. 

  
Un balón de látex relleno de agua fue colocado en el interior del 

ventrículo izquierdo, a fin de monitorizar la presión ventricular (PVI). El balón 
fue inflado hasta obtener una presión telediastólica de entre 6-8 mmHg. La 
presión desarrollada del ventrículo izquierdo (PdesVI) se calculó como la 
diferencia entre el pico sistólico y la presión telediastólica. Tanto la PP como la 
PVI fueron monitorizadas mediante catéteres y transductores de presión 
rellenos de agua (MLT0699 Disposable BP Transducers, ADInstruments, 
Australia). Las señales obtenidas se amplificaron y digitalizaron utilizando el 
interfaz ML119 PowerLab (Powerlab/8SP SP9150, ADInstruments, Australia), 
conectado al programa Chart 5.0 (ADInstruments, Castle Hill, Australia). Los 
datos se almacenaron en el disco duro de un ordenador para su posterior 
análisis. 

Todos los corazones fueron sometidos, tras 15 minutos de 
estabilización, a isquemia global de 35 minutos, seguida de reperfusión de 60 
minutos. Durante la isquemia, los corazones fueron sumergidos en una 

Figura 11. Sistema de 
Langendorff para corazones 
aislados y perfundidos de ratón. 
En la imagen se muestran dos 
corazones canulados a través de 
la aorta, junto con el balón 
situado en el interior del 
ventrículo izquierdo. A, cánula de 
perfusión. B, cánula con el balón 
de látex, registrando presión 
ventricular. C, corazón de ratón.  
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solución de Krebs hipóxica, a 37ºC (en mmol/L: NaCl 118, KCl 4.7, MgSO4 1.2, 
CaCl2 1.8, NaHCO3 25, KH2PO4 1.2, sacarosa 11, pH 7.4), burbujeada con 
95% N2:5% CO2. Además de los datos funcionales, se evaluó la muerte celular 
del miocardio mediante liberación de lactato deshidrogenasa (LDH) durante el 
periodo de reperfusión, así como determinando el tamaño del infarto. 

3.4.1 Liberación de lactato deshidrogenasa (LDH) 
La liberación de LDH es un indicador altamente correlacionado con la 

tasa de muerte celular. La LDH es un enzima citosólico que sólo es liberado al 
espacio extracelular, y por tanto, al efluente coronario, cuando el sarcolema de 
los cardiomiocitos se rompe durante el proceso de necrosis. La determinación 
de la liberación de LDH se basa en la siguiente reacción: 

 
Para determinar su concentración, se recogieron muestras del efluente 

coronario a diferentes tiempos durante la reperfusión, a fin de medir su 
actividad enzimática mediante espectrofotometría. El ensayo se realizó 
diluyendo 1:10 la muestra del efluente en tampón fosfato (en mM: 
K2HPO4*3H2O 61.4, KH2PO4 58.6, pH 7.4) a 37ºC, en presencia de NADH 310 
M y de piruvato sódico 1mM. La caída en la absorbancia fue medida en un 
espectrofotómetro (Multiskan FC, Thermo Scientific, Estados Unidos) a 320 nm, 
durante 5 minutos. Se calculó la concentración catalítica utilizando el 
coeficiente de absortividad molar del NADH, y los valores fueron normalizados 
en función del tiempo (según el flujo) y del peso seco (medido tras 24 horas de 
deshidratación del órgano a 100ºC). 

3.4.2 Cuantificación del tamaño del infarto 
Al final de la reperfusión, los corazones fueron congelados a -4ºC, y 

posteriormente cortados en secciones transversales de 1-1.5 mm de grosor. 
Las secciones fueron teñidas con TTC tal y como se indica en el apartado 1.5 
de “Materiales y Métodos”, y fueron pesadas y fotografiadas usando una 
cámara digital. Una salvedad respecto al modelo porcino explicado en el 
apartado 1 es que, en este caso, al tratarse de una isquemia global, el tamaño 
del área en riesgo corresponde con el del área total de la sección, lo cual hace 
innecesaria la tinción con fluoresceína. En cada sección ventricular se midió el 
área total y el área necrótica, gracias a un programa informático (Image-Pro 
Plus, Media Cybernetics, Estados Unidos). El tamaño del infarto se expresó 
como porcentaje del peso total ventricular. 
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3.5 PROTOCOLOS EXPERIMENTALES 
3.5.1 Efectos del plasma Post-RIC sobre el daño por isquemia-

reperfusión en corazones aislados de ratón 
Los dializados plasmáticos obtenidos a partir del modelo porcino de 

condicionamiento remoto fueron suplementados con glucosa (11 mmol/L) y 
NaHCO3 (25 mmol/L), calentados a 37ºC y burbujeados con 95% O2:5% CO2 el 
día de su utilización. Para evaluar los efectos del RIC sobre el daño por 
isquemia-reperfusión en el corazón aislado de ratón, se llevaron a cabo 
experimentos pareados, donde a un corazón se le administró el dializado 
plasmático basal procedente de un cerdo, y a otro corazón el dializado 
plasmático del mismo cerdo obtenido después de haberle sometido a la 
maniobra de RIC. 

Los efectos sobre el daño por isquemia-reperfusión de los dializados 
plasmáticos procedentes del modelo porcino se analizaron, inicialmente, en un 
total de 24 ratones, en los que los dializados se administraron antes de la 
isquemia. Un grupo de corazones fue tratado con el dializado plasmático basal 
(n=12), y otro grupo fue tratado con el obtenido tras la aplicación de la 
maniobra de RIC en el cerdo (n=12). Tras los 15 minutos de estabilización, los 
corazones se perfundieron con los diferentes dializados plasmáticos, 
suplementados con glucosa y NaHCO3, durante 30 minutos, seguidos de la 
isquemia global de 35 minutos y reperfusión de una hora (Fig. 10-C1). En una 
segunda serie de experimentos, realizada sobre un total de 12 ratones 
(n=6/grupo), los dializados plasmáticos fueron administrados únicamente 
durante los primeros 15 minutos de la reperfusión (Fig. 10-C2). En ambos 
casos se compararon los resultados obtenidos en los corazones tratados con 
dializado post-RIC con aquellos obtenidos en los tratados con plasma control, 
valorándose la recuperación funcional, la liberación de LDH y el tamaño del 
infarto. 

Para intentar aumentar la eficacia del tratamiento postisquémico, ocho 
corazones adicionales de ratón fueron tratados con dializado control o recogido 
durante el primer minuto de cada una de las reperfusiones de cada ciclo de 
RIC, realizadas en el modelo porcino. Por otro lado, para tratar de aumentar la 
eficacia del proceso de diálisis, otros 6 ratones adicionales fueron tratados 
durante la reperfusión con dializados obtenidos tras un proceso de diálisis 
dinámica del plasma (en lugar de la diálisis estática utilizada hasta el momento) 
mediante membranas semipermeables de diálisis, con un rango de separación 
de 8-10 kDa. En este caso, las membranas estaban incluidas en tubos 
(Spectra/Por Tube-A-Lizer, Dynamic Dialysis Device, Spectrum Laboratories, 
Inc, Estados Unidos) por los que discurrió un flujo continuo de 500 mL de agua 
destilada (0.50 mL/min). Posteriormente, el dializado fue liofilizado hasta un 
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volumen de 100 mL, y congelado hasta el día del experimento, en que se 
añadieron los componentes de la solución de Kreb. 

3.5.2 Influencia del bloqueo de los receptores de glicina sobre el 
efecto protector del pretratamiento con plasma post-RIC en corazones 
aislados de ratón 

Para establecer los posibles mecanismos responsables del efecto 
protector del pretratamiento con plasma post-RIC, y en consonancia con los 
hallazgos obtenidos en nuestros análisis de resonancia magnética nuclear, se 
realizaron experimentos adicionales en 10 corazones aislados de ratón 
(n=5/grupo), pretratados con estricnina (10 M), un inhibidor selectivo de los 
receptores de glicina. 

Tras la estabilización, los corazones fueron perfundidos, durante 5 
minutos con solución de Krebs conteniendo estricnina 10 M (strychnine #s-
0532, Sigma-Aldrich). Una vez finalizado dicho período, los corazones, de 
forma pareada, fueron tratados, durante otros 30 minutos, con el dializado 
plasmático basal o el obtenido en los cerdos tras realizarles la maniobra de 
RIC, adicionados con glucosa (11 mmol/L) y NaHCO3 (25 mmol/L) y 
conteniendo así mismo estricnina 10 M. La concentración de estricnina se 
seleccionó en base a estudios previos que demostraron la capacidad de esta 
concentración para deprimir, de forma reversible, las respuestas 
despolarizantes inducidas por la glicina en médula espinal aislada de rata 
(Saitoh et al., 1994). Tras la aplicación de los dializados, los corazones fueron 
sometidos a isquemia global de 35 minutos seguida de una reperfusión de 1 
hora, tal y como se explicó en el apartado anterior (Fig. 12). En todos los casos 
se compararon los efectos de los tratamientos sobre la recuperación funcional, 
la liberación de LDH y el tamaño del infarto. 

 
 
 
Figura 12. Protocolos experimentales llevados a cabo en corazones aislados de ratón sometidos 
a 35 minutos de isquemia global y 60 minutos de reperfusión, y pretratados con estricnina 10 M 
durante la administración de dializados plasmáticos porcinos. 
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3.5.3 Efecto del pretratamiento con succinato sobre el daño por 
isquemia-reperfusión en corazones aislados de ratón 

Puesto que uno de los metabolitos que aparecieron elevados en los 
dializados plasmáticos porcinos obtenidos tras la aplicación de la maniobra de 
RIC fue el succinato, y para tratar de dilucidar en detalle los mecanismos 
involucrados en la protección por RIC, en un conjunto adicional de 14 ratones 
(n=7/grupo) decidimos determinar los efectos del pretratamiento con succinato 
(#S3674, Sigma-Aldrich) sobre el daño por isquemia-reperfusión en corazones 
aislados de ratón. 

Tras el período de estabilización de 15 minutos, a un grupo de 
corazones se le administró la solución de Krebs suplementada con succinato 
100 M, durante 30 minutos, mientras que al otro grupo se le mantuvo el 
suministro de Krebs normal. Seguidamente, ambos grupos fueron sometidos a 
isquemia global de 35 minutos y reperfusión de una hora de duración (Fig. 13). 
En todos los casos se compararon los efectos de los tratamientos sobre la 
recuperación funcional, la liberación de LDH y el tamaño del infarto. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 13. Protocolos experimentales llevados a cabo en corazones aislados de ratón 
sometidos a 35 minutos de isquemia global y 1 hora de reperfusión, y pretratados o no con 
succinato (100 M). 
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3.6 ESTADÍSTICA 
Los datos se han expresado como media±SEM (SEM, error estándar 

de la media). El análisis del tamaño del infarto, la LDH acumulada y la 
recuperación funcional, se llevó a cabo mediante pruebas de t-Student. Los 
cambios a lo largo del tiempo de la frecuencia cardiaca y las presiones 
desarrolladas, telediastólicas y de perfusión, fueron establecidos mediante 
ANOVA de medidas repetidas (MANOVA) y un test post hoc de Dunnett. Las 
diferencias se consideraron significativas cuando p<0.05.  

A partir de los espectros de resonancia magnética nuclear obtenidos de 
las muestras de dializados plasmáticos se realizó un reconocimiento de 
patrones. Los espectros se importaron al programa Simca V13 (Umetrics, 
Umea, Suecia), donde se realizaron métodos de análisis no supervisados 
(PCA, Análisis de Componentes Principales), y supervisados (OPLS-DA, 
Proyecciones Ortogonales a las Estructuras Latentes – Análisis Discriminante). 
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1 Efectos del tratamiento con RIC, GIK y exenatida, solos o 
en combinación, sobre el daño por isquemia-reperfusión en un 
modelo de corazón porcino in situ 

1.1 VARIABLES HEMODINÁMICAS 
En la figura 14 se muestra un registro representativo obtenido en un 

cerdo control que evidencia los cambios inducidos por un episodio de oclusión 
coronaria de 40 minutos seguido de reperfusión en las distintas variables 
analizadas. 

La frecuencia cardiaca basal se situó, en todos los casos, entre 70 y 90 
latidos por minuto (Tabla 2), manteniéndose relativamente estable durante la 
isquemia, y aumentando, de forma significativa, durante la reperfusión (Fig. 15, 
Tabla 2). Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en su 
evolución a lo largo del tiempo entre los distintos grupos experimentales (Tabla 
2, Fig. 15). 

De forma similar, tampoco hubo diferencias, entre los distintos grupos, 
en la evolución de la presión sistólica del ventrículo izquierdo (Fig. 16), así 
como de sus derivadas positiva (Fig. 17) y negativa (Fig. 18) respecto al 
tiempo, de la presión telediastólica ventricular y de la presión aórtica, aunque, 
algunas de estas variables, concretamente la presión ventricular y sus 
derivadas mostraron, en conjunto, una tendencia a reducirse durante la 
reperfusión (Tabla 2, Figs. 16-18). 
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Figura 14. Registro 
representativo obtenido en 
un animal incluido en el 
grupo control, y sometido a 
40 minutos de oclusión de 
la arteria coronaria DA y 2 
horas de reperfusión. 
Electrocardiograma (A), 
presión arterial (B), presión 
del ventrículo izquierdo (C), 
derivada de la presión 
ventricular (D), cristal 
control (E), cristal del área 
en riesgo (F), flujo 
sanguíneo en la arteria 
coronaria DA (G). 



RESULTADOS 

103 
 

 
 

  Frecuencia 
cardiaca 

(latidos/min) 
Presión 
aótica 

(mmHg) 
Presión 

sistólica VI 
(mmHg) 

Presión 
telediastólica VI 

(mmHg) 
(+)dP/dt VI 
(mmHg/s) 

(-)dP/dt VI 
(mmHg/s) 

Flujo coronario 
de DA 

(ml/min) 
AS 

(control) 
AS 

(isquemia) 
 
Control  

Basal 
 

73.50±5.63 
 

100.19±5.14 
 

102.45±4.97 
 

8.14±1.18 
 

1682±121 
 

1725±80 
 

7.18±1.18 
 

0.21±0.03 
 

0.27±0.02 (n=10) 40’ isquemia 90.85±9.42 92.50±5.63 98.12±5.92 10.30±2.21 1427±60 * 1616±117 0.00±0.00 * 0.17±0.02 -0.04±0.03 *  2 h reperfusión 
 

119.86±11.09 * 90.61±7.19 100.83±7.79 6.24±1.68 1305±110 * 1673±177 9.30±2.05 0.14±0.02 0.01±0.02 * 
GIK Basal 74.04±5.21 85.21±3.95 91.58±3.67 5.14±1.25 1581±130 1523±126 5.01±1.15 0.23±0.02 0.24±0.03 (n=7) 40’ isquemia 85.71±7.31 83.43±4.80 94.86±3.99 6.04±1.62 1465±141 1602±100 0.00±0.00 * 0.23±0.03 -0.04±0.02 *  2 h reperfusión 

 
133.10±19.39 * 70.28±10.97 82.49±8.06 2.90±2.03 1381±194 1423±139 7.56±1.49 0.16±0.03 0.01±0.02 * 

RIC Basal 81.42±4.96 92.66±9.61 101.45±6.94 3.80±0.82 1745±114 1751±173 7.07±1.13 0.23±0.03 0.19±0.02 (n=7) 40’ isquemia 92.44±10.57 81.28±8.52 91.65±6.38 3.76±1.12 1529±38 1438±159 0.00±0.00 * 0.21±0.03 -0.06±0.02 *  2 h reperfusión  143.30±11.69 * 78.14±10.22 96.63±7.59 4.59±1.17 1527±169 1607±162 14.43±5.41 0.17±0.03 0.00±0.02 * 
GIK+RIC Basal 75.40±3.98 97.27±8.86 96.26±5.49 4.88±0.79 1274±126 1536±132 7.57±1.77 0.23±0.04 0.23±0.02 (n=7) 40’ isquemia 89.58±7.40 89.21±4.68 89.41±3.65 4.25±0.64 1307±128 1368±70 0.00±0.00 * 0.25±0.06 -0.01±0.03 *  2 h reperfusión 

 
142.93±13.03 * 63.57±6.63 * 79.95±6.25 4.52±0.96 1295±198 1260±155 10.29±3.03 0.17±0.05 0.03±0.03 * 

Exenatida Basal 81.19±7.80 113.29±7.06 112.06±5.46 8.67±2.15 2085±137 1919±97 11.47±2.67 0.23±0.04 0.26±0.03 (n=8) 40’ isquemia 78.01±9.42 102.94±7.78 99.29±7.44 9.65±2.48 1574±120 1514±151 * 0.00±0.00 * 0.24±0.03 -0.05±0.02 *  2 h reperfusión 
 

106.43±13.08*  105.64±10.39 105.97±9.85 7.99±1.96 1479±261 * 1778±207 15.50±2.47 0.19±0.04 -0.06±0.03 * 
Exenatida+RIC Basal 70.98±3.11 106.94±7.14 103.54±8.14 6.73±1.15 1802±278 1532±52 6.95±1.14 0.26±0.03 0.24±0.02 (n=7) 40’ isquemia 79.65±2.10 106.90±10.84 103.37±8.24 7.14±0.98 1879±338 1511±114 0.00±0.00 * 0.24±0.04 -0.05±0.01 * 
 2 h reperfusión 109.15±7.48 * 97.42±10.15 98.67±9.39 5.37±1.30 1480±254 1613±224 10.99±3.05 0.22±0.05 -0.05±0.02 * 

 
 
 
 
 

Tabla 2. Valores basales y al final de la isquemia y de la reperfusión de la frecuencia cardiaca, presión aórtica, presión sistólica y telediastólica del ventrículo izquierdo 
(VI), dP/dt (+) y (-) del VI, flujo coronario en la arteria coronaria DA, y acortamiento sistólico (AS) en las áreas control y en riesgo, en cerdos control y en cerdos tratados 
con condicionamiento isquémico remoto (RIC), glucosa-insulina-potasio (GIK), exenatida, GIK+RIC o exenatida+RIC. *(p<0.05) Indica diferencias significativas respecto 
a los datos basales correspondientes (MANOVA y test post hoc de Dunnet). 
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Figura 16. Cambios en 
la presión sistólica del 
ventrículo izquierdo en 
cerdos sometidos a 40 
minutos de isquemia 
miocárdica y 2 horas de 
reperfusión, sin ningún 
tratamiento adicional 
(control), o tratados con 
RIC, GIK, exenatida, 
GIK+RIC o 
exanatida+RIC. 

Figura 17. Cambios en 
la derivada positiva de 
la presión del ventrículo 
izquierdo respecto al 
tiempo en cerdos 
sometidos a 40 minutos 
de isquemia miocárdica 
y 2 horas de 
reperfusión, sin ningún 
tratamiento adicional 
(control), o tratados con 
RIC, GIK, exenatida, 
GIK+RIC o 
exanatida+RIC. 

Figura 15. Cambios 
en la frecuencia 
cardiaca en cerdos 
sometidos a 40 
minutos de isquemia 
miocárdica y 2 horas 
de reperfusión, sin 
ningún tratamiento 
adicional (control), o 
tratados con RIC, 
GIK, exenatida, 
GIK+RIC o 
exanatida+RIC.  
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1.2 FLUJO SANGUÍNEO EN LA ARTERIA CORONARIA DA 
El flujo sanguíneo coronario basal se situó, en todos los grupos entre 5 

y 12 mL/min, sin diferencias entre grupos (Tabla 2). Durante la isquemia, el 
flujo desapareció por completo, aumentando por encima de los valores iniciales 
en el momento de la reapertura de la arteria coronaria (fase hiperémica), y 
estabilizándose posteriormente (Fig. 19). Al igual que ocurrió con las variables 
hemodinámicas, tampoco se hallaron diferencias estadísticamente 
significativas en la evolución durante la isquemia-reperfusión del flujo 
sanguíneo coronario entre los distintos grupos de tratamiento (Tabla 2, Fig. 19). 
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Figura 18. Cambios 
en la derivada 
negativa de la 
presión del ventrículo 
izquierdo respecto al 
tiempo, en cerdos 
sometidos a 40 
minutos de isquemia 
miocárdica y 2 horas 
de reperfusión, sin 
ningún tratamiento 
adicional (control), o 
tratados con RIC, 
GIK, exenatida, 
GIK+RIC o 
exanatida+RIC. 

Figura 19. Cambios en el 
flujo sanguíneo en la 
arteria coronaria DA en 
cerdos sometidos a 40 
minutos de isquemia 
miocárdica y 2 horas de 
reperfusión, sin ningún 
tratamiento adicional 
(control), o tratados con 
RIC, GIK, exenatida, 
GIK+RIC o exanatida+RIC. 
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1.3 FUNCIÓN REGIONAL DEL MIOCARDIO 
Tanto la longitud telediastólica (LTD) como la telesistólica (LTS) de la 

región miocárdica control permanecieron prácticamente invariables a lo largo 
de todo el experimento (Fig. 20-A/B), dando lugar, por tanto, a un acortamiento 
sistólico regional prácticamente constante (Fig. 20-C). Por el contrario, tanto la 
longitud telediastólica como la telesistólica del cristal situado en el área en 
riesgo sufrieron un aumento durante el periodo de isquemia, que se revirtió 
durante la reperfusión (Fig. 20-D/E). Estos cambios se tradujeron en un 
descenso del acortamiento sistólico regional en esta región miocárdica desde el 
comienzo del periodo isquémico hasta el final del ensayo, con respecto a los 
valores basales (Fig. 20-F). Sin embargo, no se hallaron diferencias 
significativas, entre los distintos grupos experimentales, en la evolución ni del 
acortamiento sistólico regional, ni de las longitudes telesistólica y telediastólica, 
ni en la región isquémica ni en la control (Tabla 2). 

A pesar de la ausencia de diferencias significativas, entre los distintos 
grupos experimentales, en la evolución de las longitudes telediastólica y 
telesistólica o del acortamiento sistólico regional en el área en riesgo, la tasa de 
hipercontractura máxima inducida por la reperfusión en dicha región, y 
determinada como porcentaje del incremento de la longitud telediastólica 
observado al final de la isquemia, sí mostró un efecto del tratamiento, siendo 
máxima en el grupo control (Fig. 21), y reducida significativamente por el RIC 
(Fig. 21-B). 
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Figura 20. Cambios en la longitud telediastólica (A), telesistólica (B) y en el acortamiento 
sistólico regional (C), medidos mediante cristales ultrasónicos colocados en el miocardio de 
la región control y en el área en riesgo (D, E, F), en cerdos sometidos a 40 minutos de 
oclusión de la arteria coronaria DA seguidos de 2 horas de reperfusión, sin ningún 
tratamiento adicional (control), o tratados con RIC, GIK, exenatida, GIK+RIC o 
exanatida+RIC. 
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1.4 TAMAÑO DEL INFARTO 
Tanto el tamaño del área en riesgo (Fig. 22-A), como la temperatura 

corporal de los animales durante la isquemia (Fig. 22-B), fue similar en todos 
los grupos experimentales, no hallándose diferencias significativas entre ellos. 
Por el contrario, el tamaño del infarto, que en el grupo control promedió un 
59.21±3.17% del área en riesgo (Figs. 22-C y 23), fue significativamente 
reducido por todos los tratamientos (Figs. 22-C y 23). Además, el grupo tratado 
con la combinación de RIC y GIK presentó un efecto aditivo, con un tamaño del 
infarto significativamente inferior al de los tratamientos individuales por 
separado (p<0.05, ANOVA) (Fig. 22-C). 

Figura 21. Cambios en la longitud telediastólica (LTD) del área en riesgo, 
expresados como porcentaje del incremento al final de la isquemia (A), y pico 
máximo de hipercontractura durante la reperfusión inicial (B), en cerdos sometidos a 
40 minutos de oclusión de la arteria coronaria DA seguidos de 2 horas de 
reperfusión, sin ningún tratamiento adicional (control), o tratados con RIC, GIK, 
exenatida, GIK+RIC o exanatida+RIC. 
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Mediante análisis jerarquizado se demostró un efecto significativo del 
número de tratamientos (ninguno, uno o dos) sobre el tamaño del infarto 
(p<0.001), sin diferencias significativas entre los distintos tratamientos, siendo 
la terapia combinada (dos procedimientos) más efectiva reduciendo el tamaño 
del infarto que los tratamientos individuales (p=0.004) (Fig. 22-D). 
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Figura 22. Tamaño del área en riesgo (A) y temperatura corporal durante la isquemia (B), 
en cerdos sometidos a 40 minutos de oclusión de la arteria coronaria DA seguidos de 2 
horas de reperfusión, sin ningún tratamiento adicional (control), o tratados con RIC, GIK, 
exenatida, GIK+RIC o exanatida+RIC. (C) Tamaño del infarto en los distintos grupos 
experimentales. *(p<0.05, ANOVA) indica diferencias significativas respecto al grupo control; 
$ (p<0.05, ANOVA) indica diferencias significativas respecto a los grupos tratados con GIK o 
RIC individualmente. (D) Análisis mediante ANOVA jeraquizado del infarto. *(p<0.001) indica 
diferencias significativas respecto al grupo control. $ (p<0.01) indica diferencias 
significativas entre los grupos tratados con una o dos maniobras cardioprotectoras. 
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Figura 23. Imágenes representativas de secciones transversales de corazones porcinos 
mostrando la delimitación del área en riesgo (mediante marcaje con fluoresceína) (1) y del área 
infartada (tinción de TTC) (2), en cerdos sometidos a 40 minutos de oclusión de la arteria 
coronaria DA y 2 horas de reperfusión sin intervención adicional (A), o tratados con RIC (B), 
GIK (C), GIK+RIC (D), exenatida (E) o exenatida+RIC (F). 
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1.5 ARRITMIAS VENTRICULARES DURANTE LA ISQUEMIA-
REPERFUSIÓN MIOCÁRDICA 

La incidencia de taquicardias ventriculares (TV) durante la isquemia 
miocárdica fue baja en todos los grupos experimentales. Sin embargo, durante 
la reperfusión se observó un incremento marcado en su número, hasta un total 
de 43.30±7.30 TV en el grupo de animales control (Fig. 24). Hay que destacar 
que ninguno de los tratamientos administrados provocó un efecto proarrítmico. 
Al contrario, y de forma similar a lo que ocurría con el tamaño del infarto, el 
tratamiento combinado formado por GIK+RIC consiguió disminuir 
significativamente el número de TV durante la reperfusión (Fig. 24). Mediante 
análisis factorial se demostró que la terapia combinada (dos tratamientos) 
lograba reducir, de forma significativa, la incidencia de TV durante la 
reperfusión al ser comparada con el resto de grupos (un tratamiento o ninguno) 
(22.21±4.08 TV vs. 37.27±4.87 y 43.30±7.3, respectivamente; p<0.05) (Fig. 24). 
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Además de una reducción en el número de TV durante la reperfusión, 
el tratamiento combinado compuesto por GIK+RIC disminuyó de forma 
significativa el tiempo en arritmia (TV o FV) (Fig. 25-A) y el número de arritmias 
sostenidas (Figs. 25-B y 26), mientras que la duración media de las arritmias 
fue similar en todos los grupos (Fig. 25-C). A diferencia de las TV, la incidencia 
de FV fue baja en todos los grupos, tanto durante la isquemia como durante la 
reperfusión, sin diferencias significativas entre ellos (Fig. 26). 
 

Figura 24. Número total de taquicardias ventriculares durante la isquemia y la 
reperfusión (A), y sólo durante la reperfusión (B), en cerdos sometidos a 40 minutos de 
oclusión de la arteria coronaria DA, seguidos de 2 horas de reperfusión, tratados o no 
con RIC, GIK o exenatida, solos o en combinación. *(p<0.05, test de Kruskal-Wallis) 
indica diferencias significativas respecto al grupo control. 
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Figura 25. Tiempo en arritmia (TV o FV) (A), número de taquicardias ventriculares 
sostenidas (>30s) (B), y duración de las arritmias (C) en cerdos sometidos a 40 minutos 
de oclusión de la arteria coronaria DA, seguidos de 2 horas de reperfusión, tratados o 
no con RIC, GIK o exenatida, solos o en combinación. *(p<0.05, test de Kruskal-Wallis) 
indica diferencias significativas respecto a los animales control. 
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Figura 26. Taquicardias ventriculares sostenidas (TV) (>30s) y fibrilaciones 
ventriculares (FV) en cerdos sometidos a 40 minutos de oclusión de la arteria coronaria 
DA, seguidos de 2 horas de reperfusión, tratados o no con RIC, GIK o exenatida, solos 
o en combinación. Cada linea horizontal representa un animal. Cada diamante negro 
indica un episodio de TV sostenida. Los cuadrados rojos representan las FV. 
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2 Mecanismos implicados en la protección por RIC, GIK o 
exenatida, y por la terapia combinada, sobre el daño por 
isquemia-reperfusión 

2.1 CONCENTRACIÓN DE GLUCOSA EN SANGRE 
La glucemia mostró unos valores basales que oscilaron entre 65 y 80 

mg/dL, disminuyendo de forma significativa durante el periodo de oclusión 
coronaria, sin encontrarse diferencias entre los distintos grupos experimentales 
(Fig. 27-A). Sin embargo, la concentración de insulina en plasma, medida a los 
5 minutos de la reperfusión, estaba incrementada sólo en aquellos animales 
que habían sido tratados con GIK (Fig. 27-B). 

 

 
 

2.2 METABOLISMO MIOCÁRDICO 
En la figura 28 se muestran unos espectros de 1H de resonancia 

magnética nuclear representativos, obtenidos a partir de extractos miocárdicos 
del área en riesgo (Fig. 28-A) o de la región control (Fig. 28-B) de un corazón 
porcino sometido a isquemia transitoria seguida de reperfusión. Cada uno de 
los picos detectados corresponde a un metabolito, mientras que el área bajo la 
curva de los mismos permite calcular la concentración del metabolito en 

Figura 27. Concentraciones 
de glucosa en sangre (A) e 
insulina en plasma (B) 
medidas basalmente y/o 
después de 5 minutos de 
reperfusión en cerdos 
sometidos a 40 minutos de 
oclusión de la arteria 
coronaria DA seguidos de 
reperfusión. *(p<0.05, 
ANOVA) indica diferencias 
significativas respecto al 
grupo control. 
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cuestión. El análisis de resonancia magnética nuclear permitió demostrar que el 
miocardio del área en riesgo presentaba una disminución notable en las 
concentraciones de ADP, ATP y glutamato, así como un incremento 
significativo en las de lactato, succinato y alanina (Fig. 29), aunque sin 
diferencias entre los distintos grupos experimentales. 

 

 
 

 
 

 
 

 
 

Figura 29. Concentración de los diferentes metabolitos detectados mediante 
resonancia magnética nuclear en extractos de tejido miocárdico control y del área 
en riesgo, en cerdos sometidos a 40 minutos de oclusión de la arteria coronaria 
DA seguidos de 5 minutos de reperfusión. *(p<0.05, test de la t de Student) indica 
diferencias significativas respecto al miocardio control. 

Figura 28. Espectros NOESYPR1D de 1H-RMN representativos, obtenidos a 
partir de extractos miocárdicos del área en riesgo (A) o de la región control (B), 
de un corazón porcino sometido a 40 minutos de oclusión de la arteria coronaria 
DA, seguidos de 5 minutos de reperfusión. 
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A partir de los espectros, y mediante análisis supervisado (OPLS-DA), 
se pudo discriminar entre aquellas muestras pertenecientes a los grupos 
control o RIC de aquellas que habían recibido GIK o exenatida (p<0.05, 
Q2=0.129 y 0.002, respectivamente). No fue posible discriminar, aún más, entre 
las muestras que habían recibido tratamiento con GIK de las que recibieron 
exenatida. Cuando las muestras control o RIC, por un lado, y las tratadas con 
GIK o exenatida, por otro, fueron agrupadas, el modelo OPLS obtenido tuvo un 
alto valor predictivo (Q2=0.421, Fig. 30-A), sugiriendo que tanto GIK como 
exenatida tuvieron efectos similares sobre el patrón metabólico cardiaco. 
Siguiendo este modelo, las muestras asociadas a tratamientos combinados, 
fueron clasificadas correctamente como las correspondientes a las 
intervenciones metabólicas en solitario (Fig. 30-B). 

 

 
 
Los datos del análisis discriminante indican, por tanto, la existencia de 

un perfil metabólico distinto entre las muestras control o RIC y aquellas que 
recibieron tratamiento con GIK o exenatida. Sin embargo, no fue posible 
detectar un solo metabolito que fuera responsable de las diferencias, sino que 
éstas se basaron probablemente en una combinación de variables. 

 

Figura 30. Huella metabólica 
de los espectros de 1H-RMN 
de tejido miocárdico. (A) 
Modelo OPLS-DA capaz de 
diferenciar las intervenciones 
metabólicas de las muestras 
correspondientes a los 
grupos control o tratados con 
RIC. GIK y exenatida, 
(puntos blancos) y controles 
y RIC (puntos negros). (B) 
Clasificación de la 
combinación de tratamientos 
metabólicos con RIC (puntos 
grises), utilizando el mismo 
modelo. 
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2.3 ACTIVACIÓN DE VÍAS CITOSÓLICAS DE SEÑALIZACIÓN  
Para analizar si la cardioprotección observada con los distintos 

tratamientos era debida a la participación de las cascadas citosólicas 
clásicamente relacionadas con la cardioprotección, como las vías RISK o 
SAFE, estudiamos el estado de fosforilación (o lo que es lo mismo, de 
activación) y la expresión total de varias proteínas quinasas involucradas en 
ambas. Concretamente, para analizar el papel de la vía RISK evaluamos las 
proteínas Akt, ERK1/2 y GSK3, mientras que para la vía SAFE estudiamos 
STAT3. Además se valoró el grado de activación de p38-MAPK y de AMPK.  

El estudio de los datos de western blot mediante análisis de regresión 
paso a paso demostró en el miocardio del área en riesgo, una reducción 
general en la activación de Akt y STAT3 (Fig. 31, valor de p correspondiente a 
Región), así como un aumento significativo en el grado de fosforilación de 
ERK1/2, GSK3, y p38 MAPK (Fig. 32), a los 5 minutos de la reperfusión. 

Además, mediante ANOVA convencional observamos que el 
tratamiento con GIK producía un incremento en el grado de fosforilación de Akt 
y STAT3, tanto en el área en riesgo como en la región control (Fig. 31). El resto 
de tratamientos utilizados no modificó de forma clara el estado de fosforilación 
de Akt, ERK1/2, GSK3, STAT3, p38-MAPK o AMPK (Figs. 31 y 32). 
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Figura 31. Western blot representativos mostrando la expresión total y el estado 
de fosforilación de Akt (A) y de STAT3 (B), junto a los niveles de OxPhosCII, en 
extractos de miocardio obtenidos de 4 cerdos sometidos a 40 minutos de oclusión 
de la arteria coronaria DA seguidos de 5 minutos de reperfusión. Las gráficas 
muestran la cuantificación del grado de fosforilación de cada proteína respecto a 
su cantidad total, tanto en el miocardio control como en el área en riesgo.* y $ 
(p<0.05, ANOVA) indican diferencias significativas respecto a los controles de la 
región miocárdica correspondiente. 
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Figura 32. Western blot representativos mostrando la expresión total y el grado 
de fosforilación de ERK1/2 (A), GSK3 (B), p38 MAPK (C) y AMPK (D) junto a los 
niveles de OxPhosCII, en extractos de miocardio obtenidos de 4 cerdos sometidos 
a 40 minutos de oclusión de la coronaria DA seguidos de 5 minutos de 
reperfusión. Las gráficas muestran la cuantificación del grado de fosforilación de 
cada proteína respecto a su cantidad total, tanto en el miocardio control como en 
el área en riesgo. 
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2.4 EXPRESIÓN DE eNOS 
Para analizar el papel jugado por la vía del GMPc/PKG, estudiamos el 

estado de fosforilación de eNOS, junto con su expresión total, además de la 
relación entre los dímeros y monómeros de eNOS. 

El análisis de regresión paso a paso mostró que el grado de 
fosforilación de eNOS se encontraba reducido, de forma general, en el área en 
riesgo de todos los grupos, respecto a su región control (Fig. 33-A, valor de p 
correspondiente a Región).  

Respecto al efecto de las estrategias terapéuticas estudiadas, pudimos 
observar que el tratamiento con GIK incrementaba el grado de fosforilación de 
eNOS, tanto en el miocardio de la zona control como en el área en riesgo, 
mientras que la exenatida logró esta misma activación solamente en el 
miocardio reperfundido (Fig. 33-A). 

En ninguno de los casos se observaron cambios en cuanto a la relación 
dímero:monómero, ni entre regiones, ni entre tratamientos, excepto para el 
RIC, tratamiento que se asoció, mediante el análisis de regresión paso a paso, 
con una relación dímero:monómero más alta (Fig. 33-B). 
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Figura 33. Western blots representativos mostrando la expresión total y el grado de 
fosforilación de eNOS (A), la presencia de dímeros de eNOS (B) y los niveles de 
nitrotirosina (C), junto a la expresión de OxPhosCII, utilizado como control de carga, en 
extractos de miocardio obtenidos de 4 cerdos sometidos a 40 minutos de oclusión de la 
arteria coronaria DA seguidos de 5 minutos de reperfusión. * y $ (p<0.05, ANOVA) 
indican diferencias significativas respecto a los controles de cada área miocárdica. 
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2.5 EXPRESIÓN DE Cx43 
Los análisis de western blot, realizados a partir de fracciones totales 

obtenidas de zonas miocárdicas control y del área en riesgo de cerdos 
sometidos a isquemia-reperfusión, detectaron, en todos los grupos, y tal y 
como se ha descrito previamente (Sánchez et al., 2013), 3 bandas 
inmunorreactivas para Cx43, asociadas a 3 estados de fosforilación diferentes, 
(Fig. 34). La mayor parte de la Cx43 presente en la región control, fue 
detectada en las dos bandas de migración más lentas, correspondiéndose con 
las isoformas fosforiladas P1 y P2, mientras que en el área en riesgo fue 
detectada principalmente su isoforma no fosforilada (P0) (Fig. 34). Como 
consecuencia, la relación entre la isoforma no fosforilada respecto a la Cx43 
total mostró un aumento significativo en el área en riesgo respecto a la región 
control. Sin embargo, este incremento en la expresión de las isoformas no 
fosforiladas de Cx43 no fue modificado por los tratamientos con RIC, GIK o 
exenatida, solos o en combinación. De igual manera, tampoco se hallaron 
cambios en la expresión total de Cx43 en ninguno de los casos. 

 

 
 

 

Figura 34. Western blot representativo mostrando la expresión de Cx43, junto al 
control de carga GAPDH, en la región control y en el área en riesgo, en cerdos 
sometidos a 40 minutos de oclusión de la arteria coronaria DA seguidos de 5 minutos 
de reperfusión, tratados o no con RIC, GIK o exenatida, solos o en combinación. 
*(p<0.05, ANOVA) indica un incremento significativo en la expresión de las isoformas 
no fosforiladas de Cx43, cuantificadas en relación a la cantidad de Cx43 total, 
respecto a su correspondiente región control. 
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2.6 RESPIRACIÓN MITOCONDRIAL 
Puesto que la inhibición de la respiración mitocondrial puede limitar el 

daño por isquemia-reperfusión (Valls-Lacalle et al., 2016), decidimos obtener 
mitocondrias aisladas a partir de tejido miocárdico porcino, para averiguar si 
existían cambios en el consumo de oxígeno que pudiesen explicar la 
cardioprotección observada con los distintos tratamientos. 

Así, se observó que las tasas de consumo de oxígeno, estimuladas por 
ADP, en mitocondrias aisladas del área en riesgo de cerdos control, se 
encontraban reducidas respecto a las obtenidas en el miocardio control 
(reducción del 29.3±9.2%, Fig. 35). Sin embargo, esta depresión de la 
respiración mitocondrial fue similar en todos los grupos experimentales, sin 
diferencias significativas entre ellos (Fig. 35, panel inferior).  

Por otro lado, mediante análisis de regresión paso a paso se observó 
que el tratamiento con GIK producía, únicamente en el miocardio control, una 
reducción significativa en el consumo de oxígeno estimulado por ADP. 
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2.7 NIVELES DE NITROTIROSINA EN MIOCARDIO 
Para analizar el posible papel que podía jugar el estrés oxidativo en la 

cardioprotección inducida por los distintos tratamientos, analizamos los niveles 
tisulares de nitrotirosina.  

El análisis de regresión paso a paso permitió demostrar que los niveles 
de nitrotirosina estaban elevados, de forma general, en el área en riesgo (Fig. 
33-C, valor de p correspondiente a Región), siendo significativamente 
reducidos por el tratamiento con RIC (Fig. 33-C), terapia que anteriormente ya 
se había asociado con una relación dímero:monómero más alta (Fig. 33-B). 

Figura 35. Consumo de 
oxígeno en mitocondrias 
aisladas, obtenidas de la 
región miocárdica 
control y del área en 
riesgo, en 4 cerdos 
sometidos a 40 minutos 
de oclusión de la arteria 
coronaria DA seguidos 
de 5 minutos de 
reperfusión. 
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3 Estudio de los mecanismos humorales implicados en la 
protección por condicionamiento isquémico remoto 

3.1 ESPECTROSCOPÍA DE 1H-RMN DE DIALIZADOS 
PLASMÁTICOS 

En la figura 36 se muestra un espectro de 1H de resonancia magnética 
nuclear representativo, obtenido a partir de los dializados plasmáticos 
procedentes de sangre extraída de un cerdo en situación basal. Al igual que 
ocurría en los extractos tisulares, cada uno de los picos detectados 
corresponde a un metabolito, mientras que el área bajo de curva de los mismos 
permite calcular la concentración del metabolito en cuestión.  

 
 

El análisis supervisado (OPLS-DA) de los espectros fue capaz de 
discriminar (Q2=0.126) entre las muestras plasmáticas obtenidas antes y 
después de la maniobra de RIC. Además, el test de probabilidad de Fisher 
permitió establecer que el análisis clasificaba de forma correcta un total del 
78% de las muestras (p=0.0095, Tabla 3). Los datos del análisis discriminante 
indican, por tanto, la existencia de diferencias metabólicas claras entre ambos 
tipos de muestras plasmáticas. 
 Casos Correctos RIC Control 
RIC 12 75% 9 3 
Control 11 81.82% 2 9 
     
Total 23 78.26 11 12 
Probabilidad de 
Fisher 

0.0095    
 
 

Figura 36. Espectro 
NOESYPR1D de 1H-
RMN representativo 
de dializado 
plasmático porcino 
tomado a partir de una 
muestra basal de 
sangre. TSP añadido 
como estándar interno 
de concentración y de 
desplazamiento 
químico. 

Tabla 3. Test de probabilidad de Fisher (p=0.0095) para la correcta clasificación de los casos 
(control o RIC). 
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El análisis posterior de los espectros de 1H-RMN de los dializados 
plasmáticos basales y post-RIC determinó la presencia y concentración de 
distintos metabolitos (Tabla 4). El análisis estadístico de esta cuantificación, 
determinó un incremento significativo en la concentración plasmática de lactato 
(p=0.02), succinato (p=0.035) y glicina (p=0.015) en las muestras post-RIC 
respecto a las muestras porcinas obtenidas en situación basal (Tabla 4; Fig. 
37). 

 Control RIC 
Acetato 0.031±0.002 0.040±0.005 
Alanina 0.575±0.047 0.650±0.047 
Betaina 0.318±0.032 0.337±0.036 
Creatina 0.079±0.014 0.110±0.012 
Creatinina 0.186±0.021 0.208±0.020 
Glucosa 5.512±0.562 4.681±0.428 
Glutamato 0.487±0.134 0.428±0.092 
Glutamina 0.535±0.047 0.498±0.085 
Glicina 0.055±0.009 0.471±0.151* 
Isoleucina 0.094±0.007 0.117±0.016 
Lactato 2.671±0.294 3.666±0.291* 
Leucina 0.184±0.018 0.194±0.022 
Succinato 0.062±0.005 0.082±0.008* 
Treonina 0.177±0.023 0.188±0.018 
Valina 0.238±0.040 0.259±0.041 
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Tabla 4. Concentraciones de los metabolitos detectados mediante1H-RMN (mol/mL) en el 
plasma obtenido de cerdos en situación basal y tras la maniobra de RIC. *(p<0.05, test de 
la t de Student) indica diferencias significativas respecto al grupo control. 

Figura 37. Concentraciones (mol/mL) de lactato (A), succinato (B) y glicina (C) en 
plasma porcino obtenido en situación basal o tras la maniobra de RIC, determinadas 
mediante 1H-RMN. *(p<0.05, test de la t de Student) indica diferencias significativas 
respecto al grupo control. 
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3.2 EFECTOS DEL PLASMA POST-RIC SOBRE EL DAÑO POR 
ISQUEMIA-REPERFUSIÓN EN CORAZONES AISLADOS DE RATÓN 

3.2.1 Función del ventrículo izquierdo 
Los corazones aislados de ratón presentaron, en situación basal, una 

presión desarrollada del ventrículo izquierdo entre 80 y 120 mmHg (Fig. 38) y 
una frecuencia cardiaca entre 300 y 400 latidos por minuto, que se mantuvieron 
estables durante todo el período de perfusión normóxica. Las presiones 
telediastólicas del ventrículo izquierdo y de perfusión oscilaron entre 0 y 10 
mmHg y entre 80 y 100 mm Hg, respectivamente. La inducción de isquemia 
global provocó, en todos los casos, que la presión desarrollada del ventrículo 
izquierdo se redujera notablemente, alcanzando un mínimo a los 2-3 minutos 
de su comienzo. El rigor isquémico, detectado como un incremento brusco en 
la presión telediastólica del ventrículo izquierdo (Fig. 38) tuvo lugar durante los 
primeros minutos de la isquemia, sin diferencias entre los grupos de corazones 
de ratón tratados con dializados plasmáticos basales o post-RIC, tanto cuando 
el tratamiento se realizó antes de la isquemia (Fig. 39), como en los tratados 
tras la misma. La reperfusión indujo un nuevo incremento en la presión 
telediastólica del ventrículo izquierdo, correspondiéndose con la 
hipercontractura (Fig. 38), cuyos valores tampoco mostraron diferencias 
significativas entre los mencionados grupos. 

En cuanto a la recuperación funcional, expresada en porcentaje de la 
presión desarrollada basal, los corazones de ratón que habían sido tratados 
con los dializados plasmáticos obtenidos tras la maniobra del RIC, 
administrados antes de la isquemia, mostraron una tendencia a una mejor 
recuperación funcional hacia el final de la reperfusión que los tratados con el 
dializado control, aunque sin alcanzar significancia estadística (Fig. 40-A). Por 
el contrario, en el caso de los corazones tratados posteriormente a la isquemia, 
esta tendencia de mejora desapareció (Fig. 40-B). 
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Figura 38. Registro representativo obtenido a partir de un corazón aislado de ratón en el sistema de Langendorff, sometido a 15 minutos de 
estabilización, 35 minutos de isquemia global y 60 minutos de reperusión. Presión desarrollada (A), inicio del rigor isquémico (A-1), hipercontractura 
máxima (A-2), presión de perfusión (B). 
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3.2.2 Liberación de LDH y tamaño del infarto 
Durante el período de estabilización la liberación de LDH de los 

corazones aislados de ratón fue prácticamente despreciable, indicando la 

Figura 39. Cambios en la presión telediastólica del ventrículo izquierdo observados en 
corazones aislados de ratón, tratados, durante 30 minutos, con dializados plasmáticos 
porcinos obtenidos en situación basal o tras la maniobra de RIC, y posteriormente 
sometidos a 35 minutos de isquemia global y 60 minutos de reperfusión.  

Figura 40. Recuperación funcional del ventrículo izquierdo (expresada en porcentaje de 
la presión desarrollada basal) en corazones aislados de ratón tratados antes (A) o 
después (B) de un insulto isquémico global de 35 minutos y 60 minutos de reperfusión, 
con dializados plasmáticos porcinos obtenidos en condiciones basales o tras la 
maniobra de RIC. 
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práctica ausencia de muerte celular. Por el contrario, tras la isquemia se 
produjo, en los corazones tratados con dializado plasmático control, un 
aumento marcado en su liberación, con un pico en los primeros minutos de la 
reperfusión, cayendo progresivamente a lo largo de los 60 minutos (Fig. 41). El 
pretratamiento con el dializado post-RIC fue, sin embargo, capaz de reducir, de 
forma significativa, dicha liberación de enzimas, tanto cuando se analizó la 
curva completa, como al determinar la liberación de LDH acumulada durante 
los primeros 15 minutos de la reperfusión (Figs. 41 y 42-A). 
Desafortunadamente, este efecto beneficioso del dializado post-RIC 
desapareció en los grupos tratados tras la isquemia (Fig. 42-B). 
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Figura 41. Liberación de LDH al 
efluente coronario durante la 
reperfusión en corazones aislados 
de ratón. Al inicio de la reperfusión 
se produce un pico de liberación 
que decae progresivamente con el 
tiempo. Los corazones fueron 
tratados, durante los 30 minutos 
anteriores a la isquemia, con 
dializados plasmáticos porcinos 
obtenidos en situación basal o tras 
la maniobra de RIC, y 
posteriormente sometidos a 35 
minutos de isquemia global y 60 
minutos de reperfusión. El 
tratamiento con plasma post-RIC 
redujo la liberación de LDH de 
forma significativa (p=0.036, 
MANOVA). 

Figura 42. LDH acumulada durante los primeros 15 minutos de la reperfusión en 
corazones aislados de ratón sometidos a 35 minutos de isquemia global y 60 minutos de 
reperfusión. Los corazones fueron tratados con dializado plasmático porcino obtenido en 
situación basal o tras la maniobra de RIC, antes (A) o después (B) del insulto isquémico. 
*(p<0.05, test de la t de Student) indica diferencias significativas respecto al grupo control. 
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En lo referente al tamaño del infarto, los corazones control pretratados 

con dializados plasmáticos porcinos obtenidos en situación basal presentaron 
un tamaño del infarto del 55.55±2.53% del volumen ventricular, siendo 
significativamente inferior en el grupo pretratado con el plasma obtenido tras la 
maniobra de RIC (Fig. 43-A). Sin embargo, en aquellos corazones tratados tras 
la isquemia, no hubo diferencias en el tamaño del infarto entre ambos grupos 
(Fig. 43-B). En un intento de aumentar la eficacia protectora de los dializados 
plasmáticos post-RIC cuando se administraban tras la isquemia global del 
modelo de órgano aislado, a un subgrupo de 8 corazones de ratón (n=4/grupo) 
se les suministró dializado procedente de plasma porcino recogido en situación 
basal o durante el primer minuto de cada uno de los cuatro ciclos de la 
maniobra de RIC. Desafortunadamente, esta estrategia tampoco logró reducir 
de forma significativa el tamaño del infarto (54.5±9.9% vs. 49.5±9.1%, en los 
corazones tratados con dializados plasmáticos obtenidos en situación basal o 
post-RIC, respectivamente, p-NS). Adicionalmente, se estableció un subgrupo 
más con 6 corazones de ratón (n=3/grupo) a los que se les administró plasma 
tratado con un sistema de diálisis dinámica. En este caso tampoco observamos 
diferencias entre ambos grupos (57.34±16.8% vs. 76.39±5.4%, en los 
corazones tratados con dializados plasmáticos obtenidos en situación basal o 
post-RIC, respectivamente, p-NS). 
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3.3 INFLUENCIA DEL BLOQUEO DE LOS RECEPTORES DE 

GLICINA SOBRE EL EFECTO PROTECTOR DEL PRETRATAMIENTO CON 
PLASMA POST-RIC EN CORAZONES AISLADOS DE RATÓN 

En base a los resultados de los análisis de 1H-RMN, que sugerían un 
papel para la glicina en el efecto protector, observado en corazones aislados de 
ratón, del dializado plasmático obtenido tras la maniobra de RIC, decidimos 

Figura 43. Tamaño del infarto en corazones aislados de ratón, sometidos a 35 minutos 
de isquemia global seguidos de 60 minutos de reperfusión. Los corazones fueron 
tratados con dializados plasmáticos porcinos obtenidos en estado basal o tras la 
maniobra de RIC, previamente a la isquemia (A) o posteriormente a la misma (B). 
*(p<0.05, test de la t de Student) indica diferencias significativas respecto al grupo 
control correspondiente. 
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estudiar si la reducción del infarto persistía tras la inhibición de los receptores 
de este aminoácido y neurotransmisor. El suplemento con estricnina (10M), un 
potente inhibidor de los receptores de glicina, a los dializados plasmáticos 
porcinos basales y post-RIC, administrados antes de la isquemia, fue capaz de 
abolir tanto la disminución en la liberación de LDH (Fig. 44-A), como la 
reducción del tamaño del infarto previamente descritas (Fig. 44-B). 
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3.4 EFECTO DEL PRETRATAMIENTO CON SUCCINATO SOBRE EL 
DAÑO POR ISQUEMIA-REPERFUSIÓN EN CORAZONES AISLADOS DE 
RATÓN 

Al igual que sucedía con la glicina, el succinato también se encontró 
elevado en los dializados plasmáticos porcinos obtenidos tras la maniobra de 
RIC. Por ello, pretratamos algunos corazones aislados de ratón, durante 30 
minutos, con succinato 100 M (concentración similar a la hallada por RMN), 
para analizar si este metabolito era capaz de producir protección en este 
modelo. Sin embargo, el pretratamiento con succinato no se tradujo en 
diferencias en cuanto a la liberación de LDH (Fig. 45-A) o en el tamaño del 
infarto (Fig. 45-B), respecto al grupo control. 

Figura 44. LDH acumulada durante los primeros 15 minutos de la reperfusión (A) y 
tamaño del infarto (B) en corazones aislados de ratón, sometidos a 35 minutos de 
isquemia global seguidos de 60 minutos de reperfusión. Los corazones fueron 
tratados con dializado plasmático porcino obtenido en condiciones basales o tras la 
maniobra de RIC, suplementados con estricnina 10 M, durante los 30 minutos 
previos a la isquemia.  
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Figura 45. LDH acumulada durante los primeros 15 minutos de la reperfusión (A) y 
tamaño del infarto (B) en corazones aislados de ratón, sometidos a 35 minutos de 
isquemia global seguidos de 60 minutos de reperfusión. Los corazones fueron 
pretratados con Krebs normal o con Krebs conteniendo succinato 100 M, durante los 
30 minutos anteriores al insulto isquémico. 
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1 Efectos del tratamiento con RIC, GIK y exenatida, solos o 
en combinación, sobre el daño por isquemia-reperfusión en un 
modelo de corazón porcino in situ 

En la primera parte de este estudio se ha analizado la posible 
existencia de efectos cardioprotectores aditivos frente al daño por isquemia-
reperfusión entre la maniobra de RIC y los tratamientos metabólicos con GIK o 
exenatida, en un modelo porcino de oclusión coronaria transitoria in situ. Los 
datos obtenidos han permitido demostrar que la terapia combinada (RIC con 
GIK o exenatida) fue más efectiva que los tratamientos individuales limitando el 
tamaño del infarto y disminuyendo la incidencia de arritmias. Además, estos 
resultados muestran como RIC, GIK y exenatida inciden de forma distinta sobre 
diferentes vías cardioprotectoras. Por un lado, RIC reduce de forma notable el 
nivel de estrés oxidativo, determinado mediante el grado de nitrotirosinación de 
las proteínas tisulares. Por otro lado, GIK comparte con exenatida sus efectos 
moduladores del metabolismo miocárdico de la glucosa, y además ejerce un 
efecto destacado sobre el eje Akt-eNOS (vía RISK). Estos resultados 
sugerirían, por tanto, que la terapia combinada propuesta podría resultar 
ventajosa respecto a los tratamientos individuales, previniendo el daño por 
reperfusión en pacientes con SCAEST. 

1.1 LA TERAPIA COMBINADA ES SUPERIOR A LAS 
INDIVIDUALES LIMITANTO EL TAMAÑO DEL INFARTO 

La maniobra de condicionamiento isquémico remoto ha demostrado ser 
efectiva, reduciendo el tamaño del infarto de miocardio, en un amplio número 
de estudios, incluyendo diversos ensayos clínicos (Botker et al., 2010; Crimi et 
al., 2013; Prunier et al., 2014). Además, la ausencia de los efectos secundarios 
habitualmente asociados a los tratamientos farmacológicos, convierte al RIC en 
un candidato ideal para ser combinado con otras estrategias terapéuticas. Sin 
embargo, pocos han sido los estudios realizados hasta ahora que han 
analizado los efectos de las terapias combinadas sobre el tamaño del infarto, 
tras una oclusión coronaria transitoria. Xin y colaboradores observaron la 
existencia de un efecto protector aditivo entre el RIC y el postcondicionamiento 
isquémico local, reduciendo el tamaño del infarto en un modelo de isquemia 
miocárdica transitoria in vivo en rata (Xin et al., 2010). Igualmente, Schmidt y 
colaboradores identificaron un efecto cardioprotector  aditivo frente al tamaño 
del infarto entre el tratamiento con una solución conteniendo glucosa e insulina 
y el precondicionamiento isquémico remoto, en corazones de cerdo neonatales, 
donde, sorprendentemente, ambos tratamientos no tuvieron efectos, o incluso 
estos fueron deletéreos, al administrarse en solitario (Schmidt et al., 2014b). 
Sin embargo, nuestros datos en corazón porcino maduro indican, claramente, 
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que la combinación de RIC con GIK o exenatida es más efectiva reduciendo el 
tamaño del infarto que cualquiera de dichas intervenciones por separado. 

1.2 LA TERAPIA COMBINADA ES SUPERIOR A LAS 
INDIVIDUALES REDUCIENDO LA INCIDENCIA DE ARRITMIAS 
VENTRICULARES DURANTE LA REPERFUSIÓN 

Ninguno de los tratamientos investigados, ni administrados 
individualmente, ni en combinación, ha mostrado ningún tipo de efecto 
proarrítmico en corazones de cerdo in situ sometidos a isquemia-reperfusión 
miocárdica. Por contra, nuestros datos muestran que la combinación de RIC 
con los tratamientos metabólicos (especialmente con GIK) pero no los 
tratamientos individuales, tiene un efecto protector frente a la aparición de 
arritmias ventriculares durante la reperfusión. 

Pocos han sido los trabajos que han analizado los efectos del RIC 
sobre la arritmogénesis. Así, un estudio reciente, realizado en un modelo de 
isquemia-reperfusión en corazón de rata in situ, demostró una reducción en la 
incidencia de arritmias ventriculares durante la reperfusión temprana en el 
grupo tratado con la maniobra de RIC, aplicada en ambas extremidades 
posteriores (Zhu et al., 2013), aunque con menos potencia que en el grupo 
tratado con precondicionamiento isquémico local (Ahmed et al., 2012). Un 
efecto protector semejante se observó durante la isquemia en el mismo modelo 
animal (Li et al., 2010). Por el contrario, nuestros propios datos, obtenidos en 
un modelo porcino, no permiten confirmar que la maniobra de RIC, por si sola, 
tenga tal efecto protector contra las arritmias ventriculares. 

En cuanto a los tratamientos metabólicos, GIK había demostrado, en 
un modelo canino, ser capaz de reducir la incidencia de fibrilación ventricular 
durante la isquemia, pero no durante la reperfusión, en parte debido a una 
acción antagonizante de la actividad adrenérgica (Brooks et al., 1981). De igual 
forma, estudios posteriores también observaron una reducción en la incidencia 
de arritmias ventriculares en cerdos sometidos a paro cardioplégico y 
reperfusión, y tratados con GIK (Lazar et al., 1995). Sin embargo, un reciente 
meta-análisis de 38 ensayos clínicos no fue capaz de observar diferencias en la 
incidencia de fibrilación auricular o ventricular, tras la administración de GIK, en 
pacientes sometidos a cirugía coronaria de bypass o a intervenciones 
coronarias percutáneas (Ali-Hassan-Sayegh et al., 2015). Estos últimos datos 
estarían en concordancia con nuestros resultados, en los que la administración 
únicamente de GIK fue incapaz de modificar la incidencia de arritmias 
ventriculares malignas. Finalmente, y que nosotros conozcamos, un único 
estudio ha sugerido que el pretratamiento con exendina-4, un agonista de los 
receptores para GLP-1, es capaz de reducir la incidencia, gravedad y duración 
de las arritmias ventriculares durante la isquemia en ratas anestesiadas (Kai et 
al., 2013). Por el contrario, en nuestro trabajo, cuando únicamente se 
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administró exenatida, ésta no modificó la aparición de arritmias ni durante la 
isquemia, ni durante la reperfusión. 

Como hemos discutido anteriormente, ninguno de los tres tratamientos 
individuales testados fue capaz de modificar, en nuestro modelo porcino, la 
incidencia de arritmias ventriculares durante un episodio de isquemia-
reperfusión miocárdico. Por el contrario, fue cuando estos fueron combinados, 
especialmente en el caso de RIC+GIK, cuando observamos una reducción en 
el número de TV durante la reperfusión, en el tiempo en arritmia y en el número 
de TV sostenidas. Además, el análisis jerarquizado demostró que la terapia 
combinada fue más efectiva reduciendo la incidencia de arritmias durante la 
reperfusión que los grupos restantes (administración de un único tratamiento o 
de ninguno). Este hecho indicaría que sólo cuando los tratamientos son 
combinados es posible alcanzar el umbral necesario para obtener protección 
antiarrítmica, lo cual apoyaría la utilidad de esta combinación de tratamientos 
en el entorno clínico. Puesto que la protección contra el infarto no se traduce 
necesariamente en protección contra las arritmias ventriculares malignas, sino 
que incluso puede dar lugar a efectos proarrítmicos (Rodríguez-Sinovas et al., 
2009; Sánchez et al., 2011), siempre debería considerarse como una prioridad, 
de cara a la posible traslación de cualquier estrategia terapéutica investigada, 
el análisis de sus efectos sobre esta importante variable clínica. 

1.3 GIK Y EXENATIDA TIENEN EFECTOS SIMILARES SOBRE EL 
METABOLISMO DEL MIOCARDIO 

Tanto la insulina como el GLP-1 desempeñan papeles clave en varios 
aspectos del metabolismo cardiovascular, promoviendo la captación de glucosa 
y su utilización mediante la glucólisis (Nikolaidis et al., 2004; Bertrand et al., 
2008), y ambos se han asociado con efectos cardioprotectores (Maroko et al., 
1972b; Bose et al., 2005; Zhang et al., 2006a). En el caso de la insulina, estos 
efectos beneficiosos se han relacionado con un incremento en los niveles de 
ATP miocárdico, así como del contenido de creatina fosfato y glucógeno 
(Bertrand et al., 2008). Por otro lado, la protección inducida por GLP-1 ha 
resultado ser sensible a yodoacetato, lo que sugiere estimulación de la 
glucólisis, y se ha asociado con la activación de la enzima glucolítica 
fosfofructoquinasa-2 (Huisamen et al., 2008). Los datos obtenidos mediante 
RMN en nuestro estudio confirman que tanto GIK como exenatida actúan sobre 
el metabolismo cardiaco, y que comparten una huella metabólica común, 
distinta a aquella que presentan las muestras obtenidas de cerdos control y de 
los tratados con RIC. 

1.4 GIK SEÑALIZA A TRAVÉS DE AKT Y STAT3 
La unión de la insulina a sus receptores induce la activación de la 

actividad tirosina quinasa de las subunidades , lo que lleva a la 
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autotransfosforilación del receptor y a la fosforilación de determinadas dianas 
posteriores, incluyendo las vías PI3K-Akt y MAPK (Bertrand et al., 2008). PI3K 
y Akt son los componentes principales de la cascada prosupervivencia RISK, 
que incluye proteínas quinasas como Akt, ERK1/2 o GSK3, con efectores 
finales a nivel mitocondrial (Bertrand et al., 2008). La activación de Akt también 
puede conducir a un incremento en el acoplamiento y activación de eNOS, con 
la consiguiente activación de la vía del GMPc/PKG (Abdallah et al., 2006; 
Bertrand et al., 2008), que a su vez puede actuar sobre el retículo 
sarcoplasmático, reduciendo la hipercontractura (Abdallah et al., 2006). Así 
pues, nuestra presente investigación está en concordancia con estas 
posibilidades, ya que los estudios de western blot han mostrado un incremento 
en la activación tanto de Akt como de eNOS en aquellos grupos tratados con 
GIK, tanto en el área en riesgo como en el miocardio control. Asimismo, no se 
puede descartar la intervención de la vía SAFE, ya que la activación de STAT3 
también se halló incrementada en el área en riesgo tras el tratamiento con GIK. 
Por otro lado, se ha sugerido que la unión de GLP-1 a sus receptores activaría 
vías de supervivencia, incluyendo quinasas como PI3K y p22/44 MAPK (Bose 
et al., 2005), o PI3K y AMPK (Huisamen et al., 2008). Sin embargo, los datos 
extraídos a partir de nuestros western blot parecen descartar un papel 
relevante de estas vías en los efectos cardioprotectores de la exenatida en 
nuestro modelo, ya que sólo se observó un ligero aumento en la fosforilación 
de eNOS en el área en riesgo de los grupos tratados con exenatida. 

Como hemos mencionado, el análisis de los datos de los western blot 
indicó que las vías de señalización activadas por ambos tratamientos 
metabólicos son diferentes, al menos en parte, ya que la exenatida no 
incrementó la fosforilación de Akt. A pesar de todo, estas diferencias en la 
señalización celular no son contradictorias con efectos metabólicos similares, 
ya que se ha descrito que la exenatida es capaz de estimular la captación de 
glucosa y el metabolismo por mecanismos independientes de Akt (Seufert and 
Gallwitz, 2014). Por otro lado, el aumento del grado de fosforilación de eNOS, 
sin fosforilación previa de Akt, en el área en riesgo de los grupos tratados con 
exenatida, no es tarea fácil de explicar. Una posibilidad es que eNOS pueda 
ser activado también independientemente de Akt, como se ha sugerido en 
cardiomiocitos hipertrofiados, donde su activación implicaba a AMPK y a SIRT1 
(Hernandez et al., 2014). Otra posibilidad es que ocurra una disociación 
temporal entre la activación de Akt y la fosforilación de eNOS, en el caso de la 
exenatida. Nuestras muestras fueron tomadas a los 5 minutos de reperfusión, 
pero no se puede descartar la activación transitoria de Akt antes de ese tiempo. 

Por otra parte, y dado que las intervenciones dirigidas a incrementar la 
captación de glucosa pueden tener un efecto sobre la función mitocondrial 
(Parra et al., 2014), y puesto que la inhibición de la respiración mitocondrial 
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puede limitar el daño por reperfusión en el miocardio (Chouchani et al., 2013), 
en nuestro estudio decidimos examinar la tasa de respiración mitocondrial en 
mitocondrias aisladas obtenidas a partir de miocardio control y en riesgo de los 
distintos grupos experimentales. Nuestros datos muestran que la infusión de 
GIK, pero no la de exenatida, tuvo un efecto inhibidor sobre la respiración 
mitocondrial, a pesar de que ambos tratamientos compartían huellas 
metabólicas similares. Los efectos de la administración de GIK se manifestaron 
específicamente en la actividad respiratoria mediada por el complejo I y a nivel 
de la región miocárdica control.  

Uno de los mecanismos potenciales que podría explicar la depresión 
del consumo de oxígeno mitocondrial en los grupos tratados con GIK es la 
nitrosación postraduccional de las proteínas respiratorias (Chouchani et al., 
2013). La S-nitrosación tiene lugar en un residuo de cisteína clave dentro de la 
subunidad ND3 del complejo I, o a través de una reacción directa del complejo 
IV con NO (Sarti et al., 2012). En concordancia con esta hipótesis, nuestros 
resultados muestran un claro incremento en el estado fosforilado de eNOS 
secundariamente al tratamiento con GIK, tanto en el área en riesgo como en la 
región control. El complejo I es una fuente importante de especies reactivas de 
oxígeno en la reperfusión, y su inhibición transitoria reduce el daño por 
reperfusión (Chouchani et al., 2013). En particular, se ha observado que la S-
nitrosación del complejo I mitocondrial aminora el daño oxidativo y la necrosis 
in vivo, al enlentecer la reactivación de la respiración mitocondrial durante los 
primeros minutos de la reperfusión (Chouchani et al., 2013).  

1.5 RIC, PERO NO GIK NI EXENATIDA, REDUCE NOTABLEMENTE 
EL NIVEL DE NITROTIROSINACIÓN PROTEICA EN EL TEJIDO 
MIOCÁRDICO 

Estudios previos han demostrado que el superóxido generado durante 
los primeros minutos de la reperfusión se combina con NO a gran velocidad, 
generando peroxinitrito (ONOO-) (Wang and Zweier, 1996). El peroxinitrito 
puede reaccionar con diferentes dianas biológicas de la célula y, además, 
reducir la disponibilidad del NO libre y la actividad de la enzima NOS, al actuar 
sobre su grupo hemo y al oxidar su cofactor tetrahidrobiopterina (Chen et al., 
2010). La inhibición de la síntesis de peroxinitrito, y el uso de secuestradores 
del mismo o de catalizadores de su descomposición, se han asociado con una 
reducción del daño por reperfusión en diferentes modelos experimentales 
(Yang et al., 2012). Recientemente, nuestro grupo ha demostrado que la 
atenuación del estrés oxidativo durante la reperfusión, con la subsiguiente 
preservación de la vía GMPc/PKG, representa un mecanismo cardioprotector 
primario del postcondicionamiento isquémico (Inserte et al., 2013). En este 
trabajo se demuestra que RIC, pero no GIK ni exenatida, reduce 
marcadamente el estrés nitro-oxidativo. Estos resultados son consistentes con 
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el incremento del acoplamiento de eNOS observado en el grupo que recibió 
RIC, indicativo de una atenuación en la oxidación de eNOS y 
tetrahidrobiopterina. 

Por otra parte, estudios previos han asociado la protección por RIC con 
la activación de la vía RISK. Así, Hausenloy y colaboradores demostraron un 
incremento en la fosforilación de Akt, 5 minutos después de la reperfusión, en 
el grupo de cerdos sometidos a 60 minutos de isquemia tratados con RIC, 
siendo la protección inducida por esta maniobra  abolida por wortmanina, un 
inhibidor de PI3K (Hausenloy et al., 2012). Sin embargo, en el presente estudio 
no fuimos capaces de detectar ningún tipo de activación de la vía RISK (ni de la 
vía SAFE) en las muestras de los animales tratados con RIC. En cualquier 
caso, sí fuimos capaces de detectar diferencias importantes en los mecanismos 
de acción de los distintos tratamientos, que pueden explicar la aparición de 
efectos protectores aditivos. Tomado todo ello en consideración, el análisis de 
nuestros resultados sugiere que los mecanismos responsables de la 
cardioprotección inducida por los tratamientos investigados son los que 
aparecen en la figura 46. 

 
 
 
 
 

Figura 46. Efectos de RIC, GIK y exenatida sobre diferentes vías de cardioprotección. RIC 
reduce de forma notable el nivel de estrés oxidativo, determinado mediante el grado de 
nitrotirosinación de las proteínas tisulares. Por otro lado, GIK comparte con exenatida sus 
efectos moduladores del metabolismo miocárdico de la glucosa, y además ejerce un efecto 
destacado sobre el eje Akt-eNOS (vía RISK). BH4, tetrahidrobiopterina. eNOS, óxido nítrico 
sintasa endotelial. NO, óxido nítrico. ONOO-, peroxinitrito. PKG, proteína quinasa G. RIC, 
condicionamiento isquémico remoto. Tomado de (Alburquerque-Béjar et al., 2015). 
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1.6 FOSFORILACIÓN DE LA Cx43 MIOCÁRDICA 
La Cx43 miocárdica desarrolla un papel clave en la propagación del 

impulso cardiaco y en la arritmogénesis. Así, la deficiencia de esta proteína en 
diferentes modelos de ratón transgénicos, bien sea mediante una reducción en 
el número total de canales que forman las gap junctions, bien mediante una 
reducción en su conductancia, se ha asociado con una alta incidencia de 
arritmias ventriculares durante la isquemia-reperfusión (Sánchez et al., 2011). 
La regulación de la conexina no es del todo conocida pero se sabe que 
depende, entre otros factores, de su estado de fosforilación (Solan and Lampe, 
2009). Además, se ha demostrado que la Cx43 es desfosforilada durante la 
isquemia miocárdica, un efecto que se ha correlacionado con la aparición del 
desacoplamiento eléctrico (Beardslee et al., 2000), uno de los mecanismos 
propuestos como responsables de la fase Ib de arritmias de la isquemia (Harris 
and Rojas, 1943; Rodríguez-Sinovas and Cinca, 1999). Hipotéticamente, por 
tanto, una mejor preservación de la fosforilación de la Cx43, que incrementaría 
el acoplamiento eléctrico, podría explicar la menor incidencia de arritmias en 
los grupos que recibieron tratamiento combinado. Sin embargo, el análisis de 
nuestros western blot indica que la Cx43 no mostró ningún tipo de atenuación 
en su desfosforilación tras la isquemia, en ninguno de los grupos de 
tratamiento, excluyéndose, por tanto, que una mejora en la comunicación 
intercelular mediada por Cx43 pueda jugar un papel en la protección contra las 
arritmias ventriculares observada en nuestro estudio. Sin embargo, los análisis 
de los niveles de Cx43 y su estado de activación se realizaron en muestras 
obtenidas a los 5 minutos de la reperfusión, lo cual no permite descartar que, a 
tiempos de reperfusión más largos, el nivel de fosforilación de la Cx43 se 
recupere antes en los grupos con menos arritmias. De hecho, así se ha visto en 
un reciente estudio in vivo realizado en corazón de rata, dónde el RIC logró 
conservar la fosforilación de Cx43 a las 2 horas de la reperfusión 
(Brandenburger et al., 2014). En cualquier caso, muchas de las arritmias 
ventriculares aparecieron, en nuestro estudio, mucho antes de ese plazo. 

1.7 LIMITACIONES DEL ESTUDIO 
En muchas situaciones que se dan en el contexto clínico, la aplicación 

de tratamientos al inicio de la reperfusión es más factible que su aplicación 
antes de la reperfusión, en particular en pacientes con SCAEST. Sin embargo, 
varios estudios previos han demostrado que es posible la aplicación de 
estrategias cardioprotectoras durante el transporte del paciente en la 
ambulancia, o durante procedimientos previos a la revascularización de la 
arteria coronaria. De hecho, en este trabajo, hemos utilizado protocolos 
idénticos a los de aquellos ensayos clínicos piloto que mostraron protección. En 
el estudio de Botker y colaboradores, la maniobra de RIC se aplicó pronto tras 
el inicio de los síntomas, durante el periodo del transporte hacia el hospital en 
la ambulancia, y antes de la reperfusión (Botker et al., 2010). De una forma 
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similar, y para asegurar la administración del fármaco lo más tempranamente 
posible, en el ensayo IMMEDIATE, la solución de GIK se suministró durante el 
transporte hacia el hospital, mucho antes de la reperfusión (Selker et al., 2012), 
mientras que la exenatida se dio 15 minutos antes de la reperfusión (Lonborg et 
al., 2012b). Así, las intervenciones y combinaciones que nosotros hemos 
testado son claramente viables en pacientes con SCAEST. En este sentido, y 
aunque no podemos descartar que parte de los efectos observados se deban a 
acciones de los tratamientos durante el periodo de isquemia, parece poco 
probable que una cantidad significativa de los fármacos administrados pueda 
alcanzar el tejido isquémico en nuestro protocolo experimental. 

Por otra parte, en este trabajo no podemos excluir que los efectos 
aditivos de las intervenciones detectados pudieran ser atenuados al 
incrementar las dosis de las intervenciones individuales. Sin embargo, el 
aumento del número de ciclos de RIC más allá de 4, no se ha asociado 
previamente con un incremento significativo en el miocardio salvado en ratas 
sometidas a oclusión coronaria transitoria (Xin et al., 2010). Del mismo modo, 
las dosis y protocolos de la administración de GIK y exenatida fueron aquellas 
halladas seguras y efectivas en estudios con pacientes (Selker et al., 2012; 
Lonborg et al., 2012b). 

Finalmente, nuestro protocolo experimental realizado en el modelo 
porcino, implicó el uso de propofol como anestésico, un fármaco que se ha 
descrito que interfiere con la cardioprotección ejercida por RIC, en pacientes 
sometidos a cirugía de bypass coronario (Kottenberg et al., 2014). A pesar de 
ello, en este trabajo hemos sido capaces de observar un efecto protector de la 
terapia combinada, tanto reduciendo el tamaño del infarto como las incidencia 
de taquiarritmias ventriculares malignas. Por este motivo, podríamos esperar 
un mayor efecto cardioprotector de RIC en ausencia de propofol. Los efectos 
del RIC observados en este estudio están, en cualquier caso, en línea con los 
encontrados en ensayos clínicos (Botker et al., 2010). 
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2 Mecanismos humorales del condicionamiento isquémico 
remoto 

La segunda fase del presente trabajo tuvo por objeto la investigación 
de los mecanismos humorales desencadenados por la maniobra de RIC. Para 
ello, sometimos a nuestro modelo porcino al protocolo de RIC (cuatro ciclos de 
5 minutos de oclusión de una arteria femoral seguidos de reperfusión), 
adquiriendo muestras sanguíneas en situación basal y tras la maniobra. A partir 
de las mismas se obtuvieron dializados plasmáticos que se administraron en un 
modelo de corazón aislado de ratón, que fue, a su vez, sometido a isquemia 
global seguida de reperfusión. Así, observamos que los dializados post-RIC 
consiguieron reducir el tamaño del infarto respecto a los corazones control, 
tratados con dializados basales, cuando se administraron previamente a la 
isquemia global, pero no cuando se administraron al inicio de la reperfusión. En 
un intento de averiguar cuál era el mecanismo de la protección observada, 
analizamos las muestras plasmáticas mediante espectroscopía de 1H-RMN. 
Así, el análisis discriminante de los espectros obtenidos permitió demostrar que 
las muestras basales y post-RIC podían diferenciarse entre sí, siendo los 
principales metabolitos responsables de dichas diferencias el lactato, la glicina 
y el succinato. 

Para investigar la importancia cardioprotectora de los metabolitos que 
aparecieron elevados en las muestras de plasma post-RIC, llevamos a cabo 
dos nuevas pruebas experimentales sobre corazones aislados de ratón en el 
modelo de Langendorff. Algunos corazones fueron pretratados, antes de la 
isquemia, con los dializados plasmáticos conteniendo, además, estricnina, un 
antagonista del receptor de glicina. La estricnina fue capaz de abolir el efecto 
cardioprotector de los dializados post-RIC sobre el tamaño del infarto, lo cual 
sugeriría, por tanto, que la glicina estaría involucrada, al menos en parte, en la 
cardioprotección por RIC. Por el contrario, la administración de succinato, 
añadido a la solución de Krebs, durante los 30 minutos previos a la isquemia 
global, no imitó el efecto protector del plasma post-RIC, indicando que este 
metabolito no participa en los efectos observados. 

2.1 LOS DIALIZADOS PLASMÁTICOS PORCINOS POST-RIC SON 
METABÓLICAMENTE DISTINTOS A LOS BASALES 

A pesar de que todavía se desconocen los mecanismos por los que el 
RIC es capaz de proteger al corazón frente al daño por isquemia-reperfusión, sí 
se conoce la implicación, al menos en parte, de una vía humoral (Heusch et al., 
2015). Estudios previos han demostrado que la cardioprotección podría 
deberse a moléculas circulantes, termosensibles y de peso molecular menor de 
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15 kDa, que mantendrían su efecto protector incluso entre especies diferentes. 
Así, el tratamiento con plasma dializado obtenido en una especie es capaz de 
proteger en otra distinta (Shimizu et al., 2009; Merlocco et al., 2014).  

La RMN es una técnica capaz de contribuir al análisis de los cambios 
metabólicos miocárdicos asociados a la protección contra el daño por 
isquemia-reperfusión (Valls-Lacalle et al., 2016). En nuestro trabajo hemos 
utilizado esta técnica para tratar de esclarecer qué factores humorales podrían 
estar desempeñando un papel protector. Así, tras dializar las muestras de 
plasma obtenidas, las analizamos mediante espectroscopía de 1H-RMN. 
Además de observar que, efectivamente, las muestras plasmáticas basales y 
post-RIC son metabólicamente distintas, pudimos averiguar que estas 
diferencias eran debidas a un incremento, en las muestras post-RIC, en las 
concentraciones de lactato, glicina y succinato. 

2.2 EL DIALIZADO PLASMÁTICO PORCINO OBTENIDO TRAS LA 
MANIOBRA DE RIC REDUCE EL TAMAÑO DEL INFARTO EN CORAZONES 
AISLADOS DE RATÓN CUANDO SE ADMINISTRA PREVIAMENTE A LA 
ISQUEMIA, PERO NO AL INICIO DE LA REPERFUSIÓN 

Estudios experimentales previos han demostrado que ciertos factores 
presentes en la circulación, cuya liberación es producida por la maniobra de 
RIC, son capaces de ejercer cardioprotección sobre otros corazones sometidos 
a isquemia-reperfusión, de la misma o de diferentes especies (Dickson et al., 
1999; Shimizu et al., 2009). Así, Merlocco y colaboradores describieron que la 
administración de dializado plasmático procedente de conejos y de humanos 
voluntarios sanos, sometidos al estímulo de RIC, resultó en una reducción del 
tamaño del infarto en corazones aislados de ratón, cuando estos dializados se 
administraban durante los 30 minutos previos a la isquemia (Merlocco et al., 
2014). Nuestros datos actuales confirman, por tanto, los obtenidos en estos 
trabajos previos, ya que el pretratamiento (30 minutos) con dializado plasmático 
proveniente de cerdos sometidos a la maniobra de RIC fue capaz de reducir el 
tamaño del infarto y la liberación de LDH en corazones aislados de ratón, 
perfundidos en un sistema de Langendorff. 

Hasta el momento, todos los estudios realizados sobre la capacidad de 
transferir la protección por RIC entre órganos y especies distintas se habían 
realizado administrando los dializados plasmáticos previamente a la isquemia 
del órgano receptor (Dickson et al., 1999; Shimizu et al., 2009; Merlocco et al., 
2014). Ahora bien, desde el punto de vista clínico, en pacientes con infarto 
agudo de miocardio sería más interesante aplicar cualquier tratamiento en el 
momento de la reperfusión. Sin embargo, hasta ahora no se había investigado 
la eficacia de la administración de los dializados plasmáticos post-RIC en el 
momento de la restauración del flujo. En el presente trabajo hemos demostrado 
que la administración de dializados plasmáticos post-RIC durante los primeros 
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minutos de la reperfusión no es capaz de ejercer ningún efecto beneficioso 
sobre el daño por isquemia-reperfusión, cuando los resultados se comparan 
con los obtenidos en el grupo control, tratado con dializado plasmático basal. 
Estos datos podrían sugerir que, en el caso de la administración durante la 
reperfusión, o bien la concentración necesaria para alcanzar un efecto protector 
habría de ser más alta (hay que recordar que al dializar el plasma en un 
volumen 10 veces mayor, los metabolitos quedan diluidos respecto a su 
concentración en la sangre), o bien que el mecanismo protector observado en 
estudios previos (Andreka et al., 2007; Schmidt et al., 2007) no sería de tipo 
humoral. De hecho, en un reciente estudio realizado en un modelo de rata in 
vivo, Mastitskaya y colaboradores proponen que la inervación vagal del 
corazón desempeñaría un papel crítico en la cardioprotección mediada por 
RIC, y que la producción y liberación de un factor protector circulante estaría 
bajo control del sistema parasimpático (Mastitskaya et al., 2016). Aún más, 
ambos mecanismos, humoral y nervioso, podrían estar, en realidad, 
interconectados. Así, Jensen y colaboradores demostraron que el efecto 
protector frente al daño por isquemia-reperfusión del dializado plasmático post-
RIC obtenido de voluntarios sanos, y observado en corazones aislados de 
conejo, cuando se administraba antes de la isquemia, desaparecía si los 
pacientes presentaban neuropatía periférica (Jensen et al., 2012). 

2.3 MECANISMOS HUMORALES IMPLICADOS EN LA 
CARDIOPROTECCIÓN POR PRETRATAMIENTO CON DIALIZADOS 
PLASMÁTICOS POST-RIC 

Como hemos mencionado anteriormente, el análisis de los dializados 
plasmáticos mediante 1H-RMN desveló una elevación significativa en los 
niveles de ciertos metabolitos, como la glicina o el succinato, en aquellas 
muestras plasmáticas porcinas tomadas con posterioridad a la maniobra de 
RIC. Estudios previos han demostrado que el aminoácido glicina puede ejercer 
un efecto protector frente al daño por isquemia-reperfusión, en diferentes tipos 
celulares, desarrollados en diversos modelos animales, Así, un estudio de 
Sommer y colaboradores demostró que la infusión de glicina, previa a un 
protocolo de isquemia-reperfusión, producía una mejora en la viabilidad 
mitocondrial en pulmón de rata (Sommer et al., 2012). Así mismo, el 
pretratamiento con glicina aumenta el flujo sanguíneo portal y la producción de 
bilis, y mantiene la actividad citocromo oxidasa en un modelo de isquemia 
lobular hepática realizado en conejos (Sheth et al., 2011). Los efectos 
beneficiosos parecen persistir incluso cuando la glicina se administra a dosis 
bajas, que resultan sólo en una concentración plasmática ligeramente por 
encima de lo normal, como se ha observado en un modelo de isquemia-
reperfusión intestinal en rata (Petrat et al., 2011). En cuanto al tejido 
miocárdico, la glicina también logró reducir la muerte celular en cardiomiocitos 
HL-1 y en corazones aislados de rata sometidos a hipoxia y reoxigenación 
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(Ruiz-Meana et al., 2004), al ser administrada durante esta última fase. Por 
todo ello, tratamos de investigar si la glicina podía estar involucrada en los 
efectos protectores de los dializados post-RIC cuando se administraban antes 
de la isquemia a corazones aislados de ratón. Así, el bloqueo de sus 
receptores con estricnina abolió el efecto protector observado, no detectándose 
diferencias ni en el tamaño del infarto ni en la liberación de LDH entre los 
corazones control y los tratados. Estos datos sugieren, por tanto, que la 
cardioprotección observada tras el pretratamiento con dializados plasmáticos 
post-RIC puede ser debida, en parte, a la activación de los receptores de 
glicina. 

Por otra parte, los niveles de succinato tras los ciclos de RIC también 
se encontraron aumentados en el plasma sanguíneo porcino. Con el fin de 
encontrar una relación entre este aumento en su concentración y la 
cardioprotección ejercida por los dializados plasmáticos, realizamos un 
experimento adicional en corazones aislados de ratón. Durante los 30 minutos 
previos a la isquemia-reperfusión global, a un grupo de corazones (control) les 
administramos la solución de Krebs habitual, mientras que en el grupo de 
tratamiento el Krebs fue suplementado con una concentración de succinato 
igual a la hallada en los estudios de 1H-RMN en el plasma post-RIC. 
Desafortunadamente no encontramos diferencias significativas entre ambos 
grupos, con lo que la cardioprotección, al menos a este nivel, no pareció 
implicar la presencia de succinato. Estudios previos han descrito que el 
succinato es un marcador universal de isquemia (al igual que ocurriría con el 
lactato), y que sus concentraciones aumentan de forma marcada en todos los 
tejidos sometidos a esta condición (Chouchani et al., 2014; Valls-Lacalle et al., 
2016). Los resultados de este trabajo apoyarían que el succinato es, 
simplemente, una consecuencia de la propia isquemia tisular (Chouchani et al., 
2014), que se ve reflejada a nivel plasmático. 

2.4 LIMITACIONES DEL ESTUDIO 
Gracias a la técnica de RMN, hemos sido capaces de cuantificar un 

número limitado de metabolitos. Sin embargo, la capacidad de distinguir un 
número mayor de moléculas viene delimitada por el campo magnético del imán 
utilizado (en nuestro caso 9.4 T) y por la propia naturaleza de esta técnica, 
donde todo metabolito que se encuentre por debajo de una concentración de 
0.1 mM en la muestra no será detectado. De hecho, la espectroscopía de 
masas es, por ejemplo, una técnica mucho más sensible que la RMN (hasta un 
rango de picomolar), lo cual hace de ella una herramienta muy útil para la 
detección de metabolitos individuales que podrían actuar como biomarcadores 
(Crutchfield et al., 2016). Así mismo, la RMN no permite detectar moléculas 
como los nitritos, descritos como posibles candidatos a mediar la respuesta 
humoral de RIC (Rassaf et al., 2014), debido a que su estructura molecular 
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carece de protones susceptibles de ser identificados de esta forma. La ventaja 
que aporta la RMN es su alta reproducibilidad y especificidad, y menor 
dependencia de la manipulación. Por otra parte, al haber utilizado membranas 
de dializado que permiten el paso de moléculas por debajo de los 12-14 KDa, 
todas aquellas de mayor tamaño no habremos sido capaces de observarlas, 
como es el caso de las vesículas extracelulares (exosomas), que podrían 
contener señales cardioprotectoras de distinta naturaleza (péptidos, microRNA, 
etc.) (Giricz et al., 2014). 
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RESUMEN DE RESULTADOS 
 
1. Efectos del tratamiento con RIC, GIK y exenatida, solos o en 
combinación, sobre el daño por isquemia-reperfusión en un modelo de 
corazón porcino in situ 

1.1 El tratamiento con RIC, GIK o exenatida, o sus combinaciones 
(RIC+GIK o RIC+Exenatida), es capaz de disminuir el tamaño del infarto en un 
modelo porcino in situ de oclusión transitoria de la arteria coronaria DA. 

1.2 La combinación de RIC y tratamiento metabólico es más eficaz 
limitando el tamaño del infarto y la incidencia de arritmias que los tratamientos 
individuales por separado. 

1.3 RIC, GIK o exenatida no provocan efectos proarritmogénicos en un 
modelo porcino in situ de oclusión transitoria de la arteria coronaria DA. 
2. Mecanismos implicados en la protección por RIC, GIK o exenatida, y 
por la terapia combinada, sobre el daño por isquemia-reperfusión 

2.1 La protección por exenatida no está relacionada con una mayor 
liberación de la insulina. 

2.2 El perfil metabólico de los extractos de miocardio obtenidos de los 
grupos control y RIC es diferente al de los extractos de los grupos GIK y 
exenatida. Los tratamientos combinados comparten una huella metabólica 
similar a la de los grupos GIK y exenatida. 

2.3 El área en riesgo presenta una menor activación de Akt, STAT3 y 
eNOS, y un incremento en la fosforilación de ERK1/2, GSK3 y p38 MAPK, con 
respecto al miocardio control. 

2.4 El tratamiento con GIK, sólo o en combinación, incrementa el grado 
de activación de la proteína quinasa Akt y de eNOS, tanto en el área en riesgo 
como en la región control. Así mismo, GIK induce una mayor activación de 
STAT3 en el área en riesgo. 

2.5 El tratamiento con GIK produce, en la zona control del miocardio, 
una reducción significativa en el consumo de oxígeno estimulado por ADP. 

2.6 El tratamiento con RIC disminuye el estado de nitrotirosinación de 
las proteínas, lo cual indica una reducción en el estrés nitro-oxidativo. 

2.7 Ninguno de los tratamientos testados consigue mejorar el estado de 
fosforilación de Cx43 en el área en riesgo. 
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3. Estudio de los mecanismos humorales implicados en la protección por 
condicionamiento isquémico remoto 

3.1 El dializado plasmático procedente de muestras sanguíneas 
porcinas tomadas en estado basal es metabólicamente distinto al dializado 
obtenido tras aplicar un protocolo de RIC. 

3.2 La cardioprotección por RIC es humoralmente transferible a un 
modelo de isquemia-reperfusión en corazón aislado de ratón, siempre y cuando 
se administre con anterioridad al insulto isquémico prolongado, pero no si se 
administra durante la reperfusión. 

3.3 La protección inducida por el pretratamiento con dializado 
plasmático porcino, obtenido tras la maniobra de RIC, en corazones aislados 
de ratón es dependiente, al menos en parte, de la activación de receptores de 
glicina. 

3.4 El succinato no participa en la protección por RIC en corazones 
aislados de ratón. 
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CONCLUSIONES 
 
La terapia que combina RIC con tratamientos que actúan sobre el 

metabolismo cardiaco de la glucosa (GIK y exenatida) otorga protección aditiva 
frente al daño por reperfusión (tanto sobre el infarto como sobre las arritmias de 
la reperfusión), en un modelo porcino in situ de oclusión transitoria de la arteria 
coronaria descencente anterior. Estos efectos aditivos se deben, 
probablemente, a que RIC, GIK y exenatida inciden sobre diferentes vías 
cardioprotectoras: RIC, reduciendo el estrés nitro-oxidativo; GIK, aumentando 
la activación de Akt y eNOS, y tanto GIK como exenatida, provocando un 
cambio metabólico. Por otro lado, la maniobra de RIC libera un factor humoral 
capaz de ser transferido y de ejercer cardioprotección, cuando se administra 
antes de la isquemia, pero no durante la reperfusión, en un modelo de 
isquemia-reperfusión en corazón aislado de ratón. La glicina es, al menos en 
parte, responsable de esta cardioprotección ejercida por el RIC. 
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