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INTRODUCCION

La principal causa de muerte y discapacidad tanto en nuestro pais
(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 cardiopatia isquémica. En la mayoria de los casos, el proceso
subyacente a esta ultima es la aterosclerosis, un proceso inflamatorio crénico
que afecta a las arterias de diferentes lechos vasculares, y que se caracteriza
por el engrosamiento de las capas intimas y media de los vasos afectados y
por la pérdida de elasticidad de los mismos. La aterosclerosis es una patologia
compleja que ocurre en las paredes arteriales, donde se depositan acidos
grasos y colesterol, y que, junto a la formacion de tejido fibroso y al acumulo de
células inflamatorias, acaban formando placas, que estrechan el lumen de los
vasos, y dificultan, por tanto, el flujo sanguineo a su través. La pared de estas
placas puede acabar erosionandose o rompiéndose, lo cual provoca la
activacién de la cascada de coagulaciéon y la formacién de un trombo, que
puede ocluir completamente la circulacion sanguinea en la arteria afectada,
dando lugar, en el caso de las arterias coronarias, a la aparicién de isquemia
miocardica e infarto (Mendis et al., 2011).

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

Existe una relacion directa entre la duracion del insulto isquémico y la
extension de la muerte celular (Reimer et al., 1977). Ademas, la dimension final
del infarto también depende del tamafio del territorio distal a la placa coronaria
responsable (el area en riesgo), y de la presencia y magnitud de flujo residual,
en forma de oclusion parcial, irrigacion colateral o ambas (Garcia-Dorado et al.,
1987a). Por tanto, el tratamiento de eleccion para limitar el volumen de
miocardio infartado es realizar la reperfusion lo mas rapidamente posible
(Downey and Cohen, 2006), disminuyéndose la cantidad de tejido que es
posible salvar a medida que se retrasa el momento de la reperfusion, 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 reperfusion temprana
no se limitan a la fase aguda, reduciendo el tamafo del infarto y mejorando la
supervivencia hospitalaria, sino que se extienden a largo plazo, mejorando la
esperanza de vida de los pacientes hasta 20 afos después de la intervencion
(van Domburg et al., 2005).

Se ha constatado que cuando la reperfusion se realiza durante este
intervalo de tiempo prudencial (en el que todavia es posible salvar parte del
miocardio sometido a isquemia), la muerte celular ocurre predominantemente
durante los primeros minutos después de la restauracion del flujo sanguineo,
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INTRODUCCION

en forma de necrosis, y es causada por mecanismos desencadenados durante
la reperfusion (Piper et al.,, 1998). Este dafo, adicional al producido por el
propio periodo de isquemia, se denomina dafo letal por reperfusion, y su
existencia ofrece la posibilidad de afadir, a la restauracion del flujo,
tratamientos capaces de reducir la tasa de muerte celular. Por ello, el desarrollo
de terapias eficaces y clinicamente aplicables para la prevencién de la muerte
celular por reperfusion constituye un objetivo prioritario en la lucha para
disminuir el impacto social y sanitario de la cardiopatia isquémica (Rodriguez-
Sinovas et al., 2007a).

Por otra parte, cabe mencionar que la elevada mortalidad que produce
la cardiopatia isquémica no es responsable, por si sola, del alto impacto social
y sanitario que representa esta enfermedad, sino que, ademas, esta patologia
se asocia a una pérdida importante de la calidad de vida (en parte debida a las
comorbilidades cardiovasculares), y a un elevado coste econémico (mas de 60
billones de euros al afo en la Unién Europea) (Frohlich et al., 2013). Ademas,
como agravante de esta situacion, se estima que la cardiopatia isquémica
seguira siendo la primera en la lista de enfermedades mortales en el mundo
hasta al menos el afo 2030 (Mathers and Loncar, 2006). Esta tesis pretende
aportar nuevo conocimiento sobre la fisiopatologia y tratamiento de esta
enfermedad, asi como identificar posibles nuevas dianas terapéuticas para
reducir el tamafio del infarto, mejorar la funcién sistolica del ventriculo izquierdo
y aumentar la supervivencia y la calidad de vida en pacientes con cardiopatia
isquémica.
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1 Mecanismos celulares y consecuencias del daio

miocardico por isquemia-reperfusion

El término “dafo letal por reperfusion” hace referencia explicita a la
muerte celular que se produce en el momento de la reperfusion, tras una
isquemia transitoria, y que se puede prevenir mediante intervenciones
aplicadas en el momento de la restauracion del flujo (Fig. 1) (Piper et al., 1998).
Esta caracterizado por una serie de cambios fisiopatologicos en el
cardiomiocito, que dan lugar a los procesos bioldgicos causantes de la
necrosis. A dia de hoy, las vias moleculares y procesos celulares por los que
se rige esta muerte necrética no estan del todo esclarecidos, pero diversos
estudios apoyan la existencia de dos mecanismos principales interconectados:
el desarrollo de hipercontractura y la apertura del poro de transicion de
mitocondrial (mPTP) (Piper et al., 1998; Garcia-Dorado et al., 2014b). Ambos
procesos se desencadenan tras las alteraciones fisiopatolégicas provocadas
inicialmente por la isquemia, y que ocurren previamente a la reperfusion, como
la caida del pH, la privacion energética, o la pérdida de la homeostasis
cationica.

-~ = 7
Isquemia Reperfusion
Sin reperfusion
A " Reperfusion
% Dario por
< Reperfusion
g Reperfusién con
. cardioproteccién
3
=
Intervencién
>
Tiempo

Figura 1. llustracion del concepto de dafio por reperfusién. La muerte celular
aumenta de forma proporcional a la duracién de la isquemia miocardica. La
reperfusidon detiene este proceso, pero se asocia a su vez a un dafio adicional
producido en los primeros minutos de la misma. Tratamientos aplicados en el
inicio de la restauracién del flujo, pueden hacer disminuir esta muerte.
Modificado de (Garcia-Dorado and Piper, 2006; Garcia-Dorado et al., 2014b).

1.1 LA CONDICION ISQUEMICA

La privacion del flujo sanguineo que habitualmente llega al tejido, es
decir, la situacion de isquemia, conlleva grandes desequilibrios idnicos que
tienen relaciéon con la disminucién del oxigeno disponible. La carencia de
oxigeno, que habitualmente es fundamental para el mantenimiento de la
produccion energética en forma de adenosin 5'-trifosfato (ATP) a nivel de la
cadena de transporte de electrones mitocondrial, conduce a una mayor

17



INTRODUCCION

utilizacidén del metabolismo anaerobio, concretamente de la via glucolitica, para
intentar mantener asi la sintesis de ATP. En consecuencia, se produce, por un
lado, acumulacién intracelular de acido lactico, y por otro, de CO2 extracelular
(que no puede ser eliminado al no haber flujo sanguineo), conduciendo, por
tanto, a acidosis tisular (Piper et al., 2004; Inserte et al., 2008; Perricone and
Vander Heide, 2014; Garcia-Dorado et al., 2014b). Con respecto a los niveles
de ATP, seguirdn descendiendo hasta alcanzar niveles criticos, lo que
provocara la aparicion del rigor isquémico (Bowers et al., 1992).

La acidosis intracelular desencadena la extrusion 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. Ademas, el agotamiento de las
reservas de ATP provoca el cese del funcionamiento de la bomba Na*/K*
ATPasa, agravando aun mas la sobrecarga citosolica de Na* (Murphy and
Steenbergen, 2008). El acumulo progresivo de Na* activa el funcionamiento
reverso del intercambiador Na*/Ca?* sarcolemal, extrayendo Na* a costa de
introducir Ca?*, iniciandose asi una paulatina pérdida de la homeostasis de este
cation, que, en condiciones fisioldgicas, esta estrictamente regulado (Piper et
al., 1998; Piper et al., 2004). Como ademas las ATPasas de Calcio del Reticulo
Sarcoplasmatico (la familia de proteinas SERCA) son dependientes de energia,
no podran captar el Ca?* para retirarlo desde el sarcoplasma al interior del
reticulo. Como consecuencia, al final del episodio isquémico, los cardiomiocitos
presentan un pH acido, y sobrecarga de Na*y Ca?*.

1.2 LA REPERFUSION

Si el periodo de deplecidbn energética no ha sido demasiado
prolongado, el suministro de oxigeno durante los primeros minutos de la
reperfusion es capaz de repolarizar las mitocondrias de una gran parte de los
cardiomiocitos y de reactivar la sintesis de ATP (Piper et al., 1998; Garcia-
Dorado et al.,, 2014b). Sin embargo, este hecho, unido a las alteraciones
ibnicas 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 transicion mitocondrial
(mPTP).

1.2.1 El desarrollo de la hipercontractura

La hipercontractura se puede definir como la activacion desmesurada
del aparato contractil que se da en los primeros minutos de la reperfusién, y
que produce un brusco acortamiento de los cardiomiocitos. Ello conduce a un
aumento de la tension mecanica 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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patrén histologico conocido como necrosis en bandas de contraccion (Ganote,
1983; Miyazaki et al., 1987; Garcia-Dorado et al., 1992a).

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

1.2.1.1 Reenergizacion celular durante Ila reoxigenacion,
alteraciones en la homeostasis idnica y normalizacion del pH intracelular

El restablecimiento del aporte de oxigeno a los cardiomiocitos
supervivientes al episodio isquémico permite la reactivacién de la sintesis de
ATP por parte de la mitocondria. Ademas, y simultaneamente a la recuperacion
energética, el retorno del flujo sanguineo produce un rapido 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 situacion la célula la intenta resolver mediante la actividad del
intercambiador Na*/H* y del cotransportador Na®/HCOs, 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 dificil extrusion por parte de la
ATPasa Na*/K* sarcolemal, pues, a pesar de que ya hay energia para su
funcionamiento, su estructura de anclaje a la membrana y su funcién han
quedado dafiadas por la activacion de calpainas dependientes de Ca?* al inicio
de la reperfusion (Inserte et al., 2005). El resultado es la activacién, en su modo
reverso, del intercambiador Na*/Ca?* (Inserte et al., 2002), incrementando asi
la sobrecarga citosdlica de Ca?*que se inicio durante la fase de isquemia.

La recuperacion energética, por otro lado, provoca que la bomba de
Ca?* del reticulo sarcoplasmico (SERCA) reanude su actividad. SERCA
intentara retirar la sobrecarga de Ca?* citosolica hacia el reticulo endoplasmico
(Siegmund et al., 1992). Sin embargo, la capacidad del mismo queda
rapidamente saturada, lo cual llevara a un proceso de liberacion de Ca?* a
través del receptor de rianodina. La repeticion ciclica de procesos de captacion
y liberacion de Ca?* por parte del reticulo llevara a oscilaciones en la
concentracion de Ca?* citosdlico (Piper et al., 2006).

La rapida correccion del pH intracelular tiene, ademas, un efecto
perjudicial anadido, debido a que la acidosis desempefia un papel
potencialmente protector. Asi, la acidosis inhibe la maquinaria contractil
miofibrilar, modificando la sensibilidad al Ca?* de los miofilamentos (Marban
and Kusuoka, 1987). Su rapida recuperacién durante el inicio de la reperfusion
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elimina este factor protector, permitiendo que las oscilaciones de Ca?* que
ocurren durante esta fase, en presencia de ATP, acaben provocando la
activacion contractil excesiva del cardiomiocito. Por otro lado, la acidosis
reduce también la actividad del transportador Na*/Ca?* (Chen and Li, 2012),
con lo que durante la reperfusion se facilitaria su actividad, aumentando, con
ello, la sobrecarga de calcio durante esta fase.

Ademas de contribuir al desarrollo de la hipercontractura, las
oscilaciones de Ca?* pueden desencadenar a su vez oscilaciones en el
potencial transmembrana celular, en forma de posdespolarizaciones tempranas
o tardias, las cuales se asocian a la génesis de las arritmias por reperfusion
(Priori et al., 1990).

1.2.1.2 Normalizacién de Ia osmolaridad tisular

El retorno del flujo sanguineo durante la reperfusion provoca que el
exceso de los catabolitos procedentes del metabolismo anaerobio, acumulados
en el espacio extracelular durante la isquemia, sea rapidamente lavado,
generandose un gradiente osmatico transarcolemal. Este gradiente, junto a la
alta concentracion de Na* intracelular, va a favorecer la entrada de agua hacia
el citoplasma, provocando edema celular (Garcia-Dorado et al., 1992b; Piper et
al., 1998). Todo ello desencadenara un aumento en el volumen de la célula, y
por tanto de la presion osmotica, que contribuira al aumento del estrés
mecanico 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 mecanico que puede conducir a la rotura del sarcolema, ocurren,
ademas, en una situacion 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 calpainas, una familia de
cistein proteasas no lisosomales dependientes del Ca?*. Su activacion durante
la reperfusion, debida a la sobrecarga de este cation, genera una importante
degradacion de proteinas 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 Propagacion del dafio celular a través de las “gap
junctions”

Las uniones tipo gap (“gap junctions”) son areas especializadas de la
membrana plasmatica, formadas por canales que conectan el citoplasma de
dos células contiguas (Herve and Derangeon, 2013). Estos canales estan
formados por una familia de proteinas transmembrana denominadas conexinas
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(Rodriguez-Sinovas et al., 2007b), siendo la conexina 43 (Cx43) la isoforma
predominante en el miocardio. Seis mondmeros de conexina forman un
hemicanal en la membrana plasmatica de un cardiomiocito, y la interaccion
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 tipicamente en los discos
intercalares, situados en los extremos celulares (Revel and Karnovsky, 1967;
Severs, 1990), siendo su principal funcion la de transmitir correctamente el
impulso eléctrico, permitiendo la contraccién coordinada del 6rgano (Severs et
al., 2004; Dhillon et al., 2013). Su importancia en la propagacion del impulso
eléctrico ha quedado demostrada mediante estudios experimentales en los que
se ha observado que la reduccion de la expresion de Cx43 en modelos
transgénicos se asocia a un incremento en la incidencia de arritmias
ventriculares, tanto inducibles como espontaneas, en situacion de normoxia o
de isquemia-reperfusion (Sanchez et al., 2011).

Estudios mas recientes permitieron demostrar que la Cx43, y los
canales intercelulares que forma, juega un papel fundamental no sélo en el
acoplamiento eléctrico, sino también en el quimico, permitiendo la propagacion
del dafo por reperfusion 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 reperfusion, pueden
propagarse a las células vecinas (Ruiz-Meana et al., 1999), en las cuales se
activaria la forma reversa del intercambiador Na*/Ca?*, propagandose asi el
dafio por reperfusién (Garcia-Dorado et al., 2004; Rodriguez-Sinovas et al.,
2012). Aunque la propagacion de los cambios id6nicos puede tener lugar
también durante los primeros momentos del insulto isquémico (Rodriguez-
Sinovas et al.,, 2006b), parece ser especialmente relevante durante la
reperfusion (Rodriguez-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 transicién 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 composicion no ha sido todavia clarificada, y que
permite la conexion directa entre la matriz mitocondrial y el espacio
intermembrana (Halestrap, 2009). En condiciones fisiolégicas este canal
permanece normalmente cerrado, ya que su apertura disipa el potencial
electroquimico de la membrana mitocondrial, detiene la sintesis de ATP por
desacoplamiento de la fosforilacion 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 Ca?* (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
reperfusion este poro se abre porque se reunen multitud de factores favorables
a ello (Seidlmayer et al., 2015), tales como la sobrecarga de calcio, la elevada
concentracion de fosfato, la deplecion energética, y el elevado estrés oxidativo
por el aumento de especies reactivas del oxigeno (ROS) (Crompton, 1999;
Halestrap et al.,, 2004). De hecho, durante la reperfusion se produce una
produccion exagerada de ROS, debida, en parte, a la activacion de enzimas
citosolicos como la xantina oxidasa, o NADPH oxidasas (Thompson-Gorman
and Zweier, 1990; Matsushima et al., 2014). Ademas de este origen citosdlico,
los radicales de oxigeno también son generados por la propia actividad de la
cadena respiratoria mitocondrial, principalmente a nivel de los complejos | y llI
(Chen et al., 2008).

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

La apertura del mPTP esta estrechamente relacionada con el
fendmeno de la hipercontractura. Asi, las oscilaciones citoplasmaticas de Ca?*
favorecen la apertura del mPTP (Ruiz-Meana et al., 2009). Por otro lado, la
apertura del mPTP puede provocar liberacién de Ca?* hacia el citosol, y por
tanto favorecer la aparicion de oscilaciones citosdlicas de Ca?* 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
dafio por reperfusion, depende de la duracidon del episodio isquémico. Asi, la
hipercontractura desempefaria un papel mas importante tras un episodio de
isquemia relativamente breve, mientras que la apertura del mPTP jugaria un
papel predominante tras insultos isquémicos prolongados (Ruiz-Meana et al.,
2011).

1.3 CONSECUENCIAS DEL DANO POR ISQUEMIA-REPERFUSION

Como hemos mencionado antes, el tratamiento de eleccién en
pacientes con sindrome coronario agudo con elevacién del segmento ST
(SCAEST), es realizar la reperfusion lo mas rapidamente posible, con el objeto
de salvar el miocardio viable, limitar el tamafo del infarto, preservar la funcion
sistélica del ventriculo izquierdo y prevenir la aparicion de la insuficiencia
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cardiaca (Hausenloy and Yellon, 2013). Sin embargo, e irremediablemente,
existe un dafo producido por la propia reperfusion que se manifiesta de cuatro
formas distintas, siendo algunas reversibles y otras irreversibles (Hausenloy
and Yellon, 2013).

1.3.1 Manifestaciones reversibles del dafo por reperfusién

1.3.1.1 Arritmias inducidas por la reperfusion

El rapido restablecimiento del flujo coronario en pacientes con SCAEST
que son tratados con angioplastia primaria, puede venir acompanado de
arritmias ventriculares, que normalmente desaparecen por si solas o bien son
faciles de tratar (Hearse and Tosaki, 1987).

1.3.1.2 Aturdimiento miocardico

El aturdimiento hace referencia a la disfuncion contractil transitoria que
se produce en el miocardio tras una isquemia aguda. Esta forma de dafo
procede de los efectos perjudiciales del estrés oxidativo, y de la sobrecarga de
Ca?* intracelular sobre el aparato contractil del cardiomiocito (Kloner et al.,
1998).

1.3.2 Manifestaciones irreversibles del daino por reperfusion

1.3.2.1 Obstruccion microvascular

Este fendmeno se describe como la imposibilidad de reperfundir una
region que previamente ha estado en isquemia (Krug et al., 1966). Los factores
que estan implicados son diversos, e incluyen, entre otros, dafio capilar con
alteracion en la vasodilatacion y edema, comprensidén externa por el aumento
de tamano de células endoteliales y cardiomiocitos, microembolizacion a partir
de material friable que se desprende de la placa aterosclerdtica, pequefios
trombos formados por plaquetas, y liberacion de sustancias trombogénicas y
vasomotoras (Luo and Wu, 2006; Ito, 2006; Heusch et al., 2009).

La obstruccion microvascular se asocia con infartos mayores, menores
fracciones de eyeccion del ventriculo izquierdo tras la reperfusién, remodelado
adverso y peores resultados clinicos (Hombach et al., 2005). Ademas, en los
casos mas severos, el dafio producido en el endotelio puede llegar a producir
extravasacion de sangre hacia el espacio intersticial, lo que provocaria
hemorragia miocardica dentro del area del infarto (Ganame et al., 2009).

1.3.2.2 Dano letal por reperfusion

Se trata de la muerte de los cardiomiocitos inducida por la propia
reperfusion, 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 observacion de que intervenciones
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terapéuticas aplicadas soélo en el inicio de la reperfusion conseguian disminuir
hasta en un 50% el tamano del infarto, la que demostré la existencia del dafio
letal por la reperfusidn, que se sumaria al causado por la propia isquemia
(Piper et al., 1998; Yellon and Hausenloy, 2007).
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2 Estrategias terapéuticas farmacoldégicas frente al dafo por

reperfusiéon

Si bien es cierto que los mecanismos causantes del dafo celular por
reperfusion 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 clinicos que se han
llevado a cabo para averiguar si los efectos cardioprotectores descubiertos
pueden traducirse en terapias utiles en humanos (Vander Heide and
Steenbergen, 2013). Sin embargo, gran parte de estos ensayos clinicos han
dado lugar a resultados negativos o inconsistentes (Rodriguez-Sinovas et al.,
2007a). En la actualidad, por tanto, ante un paciente con infarto agudo de
miocardio, el tratamiento de eleccion es realizar la reperfusion a la mayor
brevedad posible (Boateng and Sanborn, 2013). Los primeros estudios que
demostraron la importancia de la reperfusion temprana (Van de Werf, 2014), se
realizaron a principios de los afos setenta, en modelos caninos. En ellos se
demostré que este procedimiento era capaz de salvar parte del miocardio
infartado (Ginks et al., 1972; Maroko et al., 1972a). Mas tarde, y pese a ser una
cuestion ampliamente debatida en la época (Braunwald and Kloner, 1985), se
estableceria la existencia de un dano producido por la propia reperfusion,
denominado dafio letal por reperfusion (Piper et al., 1998).

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

21 INTERFERENCIA CON LA RECUPERACION DEL pH
INTRACELULAR DURANTE LA REPERFUSION

La acidosis intracelular producida durante la isquemia inhibe muchos
de los mecanismos implicados en el dafo por reperfusién, como la
contractilidad miofibrilar que causa la hipercontractura dependiente de Ca?*, la
formacion del mPTP, la activacion de las calpainas y la propagacion de la
muerte celular a través de las uniones tipo gap (Inserte et al., 2011b). Por
dichos motivos, retrasar la recuperaciéon del pH intracelular durante los
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primeros momentos de la reperfusidn deberia tener efectos protectores,
disminuyendo la hipercontractura e impidiendo la apertura del mPTP vy la
activacion de las calpainas. Se han investigado dos aproximaciones distintas
para lograr ralentizar la recuperacion del pH intracelular hasta valores
fisiolégicos. Por un lado, utilizando tampones acidos en el momento de la
reperfusién (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 aproximacion, se ha demostrado que la
prolongacion directa de la acidosis durante el inicio de la reperfusion, utilizando
infusiones transitorias de tampones con un pH bajo, es capaz de reducir la
muerte celular y el tamafo del infarto en diferentes modelos experimentales,
como en cardiomiocitos aislados (Bond et al., 1991; Ruiz-Meana et al., 2004),
en preparaciones de corazon aislado (Kaplan et al., 1995; Ruiz-Meana et al.,
2004; Inserte et al., 2008) y en modelos de corazon in situ (Kitakaze et al.,
1997; Rodriguez-Sinovas et al., 2009). Por otro lado, la utilizacién de
inhibidores del transportador Na*/H*, tales como la amilorida, cariporida
(HOE®642), 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
recuperacion del pH durante la reperfusion, asi como disminuir la sobrecarga
de Na* y Ca?" (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 reperfusion. Sin embargo, muchos de estos
inhibidores parecen ser sélo efectivos cuando se administraban antes de la
isquemia, pero no cuando unicamente se dan en el momento de la reperfusién
(Garcia-Dorado et al., 1997a; Klein et al., 2000). Concretamente, la cariporida
ejerce una potente accién anti-isquémica, retrasando la aparicion del rigor
isquémico y del desacoplamiento intercelular (Garcia-Dorado et al., 1997a;
Ruiz-Meana et al., 2000; Rodriguez-Sinovas et al., 2003), efectos que podrian
explicarse por su accion sobre la mitocondria, ya que preserva el gradiente de
protones y retrasa el agotamiento del ATP durante la isquemia en
cardiomiocitos aislados de raton (Ruiz-Meana et al., 2003).

Ademas de su efecto beneficioso sobre el tamafo del infarto, la
inhibicion del transportador Na*/H* reduce la génesis de arritmias tanto durante
la fase de isquemia (Gumina et al., 2000) como durante la reperfusion. Sin
embargo, este no parece ser el caso de la infusidon de soluciones acidas. De
hecho, en un modelo porcino in situ de isquemia transitoria seguida de
reperfusion, la infusidon de una solucion de Krebs acida durante los primeros
minutos de la reinstauracion del flujo coronario se asocié con un incremento en
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la incidencia de fibrilacion ventricular durante la reperfusion (Rodriguez-Sinovas
et al., 2009).

La estrategia farmacolégica del uso de inhibidores del intercambiador
Na*/H* ha sido ampliamente investigada también en el area clinica. Un
pequefio ensayo con 100 pacientes mostré que la cariporida administrada
intravenosamente antes de la reperfusion incrementaba la fracciéon de
eyeccion, resultando, asi, beneficiosa contra el dano por isquemia-reperfusion
(Rupprecht et al.,, 2000). Estos resultados dieron pie a ensayos clinicos
incluyendo un mayor numero 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 dias de
la terapia con trombolisis o con revascularizacion percutanea (Theroux et al.,
2000). No obstante, en un subgrupo de pacientes del estudio GUARDIAN, a los
que se les sometio a cirugia de revascularizacion coronaria, si que se observo
una reduccion significativa del riesgo relativo de muerte o infarto cuando les era
administrada la dosis mas alta (Theroux et al., 2000). Este hecho podria sugerir
que el efecto cardioprotector de los inhibidores del intercambiador Na*/H*
ocurria solo cuando se administraban con anterioridad al evento isquémico
(Boyce et al., 2003), tal y como también se habia confirmado en los estudios
experimentales (Klein et al., 2000; Rodriguez-Sinovas et al., 2003). Otro
ejemplo de estudio con falta de eficacia fue el ESCAMI (n=1389), con la
administracion de eniporida durante la reperfusion. Este ensayo tampoco fue
capaz de demostrar ningun beneficio sobre la mortalidad, insuficiencia cardiaca
o arritmias (Zeymer et al., 2001).

2.2 REDUCCION DE LA SOBRECARGA DE CALCIO CITOSOLICA
DURANTE LA REPERFUSION

La manera mas sencilla de disminuir la sobrecarga de Ca?* consiste en
administrar soluciones con bajas concentraciones de este catién durante los
primeros minutos de la reperfusion. No obstante, esta opcién ha quedado
principalmente limitada a estudios de proteccion mediante estrategias
cardioplégicas (Chen, 1996). Asi, la administracién de una solucién pobre en
Ca?* (0.25 mM) durante los primeros momentos de la reperfusion mejoro la
funcién ventricular postisquémica en corazones aislados de rata (Fukuhiro et
al., 2000).

Una alternativa a esta estrategia es utilizar bloqueantes de los canales
de Ca?* tipo L (Viola et al., 2009), como el diltiazem, ya que se han probado
sus efectos limitando el dafio miocardico irreversible o el aturdimiento, tanto
cuando se administran antes de la isquemia como previamente a la reperfusion
(Garcia-Dorado et al., 1987b; Higginson et al., 1991). Por otra parte, el
magnesio (Mg?*) también posee propiedades bloqueantes del mencionado

canal, habiéndose demostrado que es capaz de reducir el tamafio del infarto en
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diferentes especies cuando se administra en el momento de la reperfusion
(Christensen et al., 1995; Herzog et al., 1995; Imura et al., 2011; Mirica et al.,
2013). Sin embargo, parte de la efectividad de este ultimo podria deberse a sus
acciones sobre las especies reactivas del oxigeno (Maulik et al., 1999; Quan et
al., 2013).

Probablemente, sin embargo, la opcién mas interesante para reducir la
sobrecarga de calcio que se produce al inicio de la reperfusién sea el bloqueo
directo del intercambiador Na*/Ca?* (lwamoto et al., 2007; Toth et al., 2009).
Asi, su inhibicion mediante KB-R7943 demostrd ejercer un efecto protector
contra el dafio por reperfusién, cuando se administraba tras la isquemia, en
cardiomiocitos aislados, corazén aislado de rata y corazén porcino in situ
(Schafer et al., 2001; Inserte et al., 2002; Ren et al., 2014). Estos efectos se
asociaron con una reduccion en el desarrollo de hipercontractura y en las
oscilaciones citosdlicas de Ca?*. Ademas, la administracion del KB-R7943
también ejerce un efecto protector frente a las arritmias de la reperfusion (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 farmacolégicas investigadas
en pacientes con SCAEST aparecen los bloqueantes de los canales de calcio,
aunque las evidencias clinicas de su posible efecto cardioprotector son
cuestionables, en parte debido a la inexistencia de grandes estudios clinicos
(Dirksen et al., 2007). De este modo, en dos pequefios ensayos aleatorizados,
tanto la administracion intracoronaria de nisoldipina (n=36) al principio de la
reperfusion miocardica (Sheiban et al., 1997), como la administracion
intravenosa de diltiazem (n=90) previa a la reperfusion (Pizzetti et al., 2001),
mejoro la funcién del ventriculo izquierdo, y en el ultimo caso, ademas, redujo
el pico de creatina quinasa, asociandose a una reduccién en el tamafo del
infarto. Sin embargo, el estudio DATA (n=59), también con administracién
intravenosa de diltiazem, no presenté diferencias ni en la fraccién de eyeccién
ni en la liberacion de enzimas marcadoras de infarto, aunque si redujo los
eventos cardiacos adversos a los 35 dias (Theroux et al., 1998).

De igual forma, tampoco existen datos concluyentes sobre la utilidad
del ibn magnesio como agente cardioprotector, pese a que si se han realizado
ensayos de mayor envergadura. Aunque el estudio LIMIT-2 (n=2316), que
contemplaba la administracion intravenosa de MgSOa4 antes de la reperfusion,
logré6 demostrar una reduccion en la mortalidad a los 28 dias, no se hallaron
diferencias en la liberacién de enzimas (Woods et al., 1992). Por otro lado, no
se observaron beneficios en la mortalidad o en la funcién cardiaca en otros dos
grandes ensayos, ISIS-4 y MAGIC, sumando, entre ambos, mas de 60000
individuos (Grober et al., 2015).

28



INTRODUCCION

Por otro lado, en el ensayo CASTEMI (n=387), la administracion
intravenosa de caldaret (un modulador del manejo del calcio intracelular, que
inhibe su entrada a través del intercambiador Na*/Ca?*, y que también provoca
su extraccion desde el citosol hacia el reticulo) después del inicio de la
isquemia, no demostré ser capaz de modificar el tamafio del infarto ni la
fraccion de eyeccién en pacientes con SCAEST tratados con angioplastia
primaria (Bar et al., 2006). La misma falta de eficacia mostré este compuesto
en el estudio EVOLVE sobre una poblacion de 141 pacientes con SCAEST que
también fueron sometidos a angioplastia primaria (Jang et al., 2008).

2.3 REDUCCION DE LAS OSCILACIONES CITOPLASMATICAS DE
CALCIO MEDIANTE MODULACION DE LA FUNCION DEL RETiCULO
ENDOPLASMATICO

Ademas de reducir la sobrecarga citosodlica de calcio, se puede actuar
directamente sobre las oscilaciones en las concentraciones de este idn que se
producen durante la reperfusién (Piper et al., 2006). Por un lado, y en relacion a
la captacion de calcio por parte del reticulo sarcoplasmatico, se ha visto que el
bloqueo farmacolégico de la Ca?*-ATPasa (SERCA) con halotano reduce la
incidencia de hipercontractura en miocitos aislados reoxigenados (Siegmund et
al., 1997). Ademas, la administracién de halotano durante la reperfusion fue
capaz de reducir significativamente el tamano del infarto en un protocolo de
isquemia-reperfusién in vivo en conejo (Schlack et al.,, 1997), aunque se ha
propuesto que, en parte, la proteccion que ejerce este anestésico volatil podria
explicarse también por su interaccion con las gap junctions (Rodriguez-Sinovas
et al., 2004). Otros inhibidores de SERCA, como el &cido ciclopiazonico
(Seidler et al., 1989), también han demostrado ejercer efectos
cardioprotectores en estudios en miocardio aislado de conejo, aunque en este
caso los efectos desaparecian cuando se administraba sélo durante la
reperfusion (Avellanal et al., 1998). Ademas, los efectos protectores se
extienden a acciones sobre las arritmias de reperfusion, como se ha
demostrado con varios inhibidores de SERCA, como acido ciclopiazénico o
tapsigarguina, administrados antes de la isquemia y durante la reperfusion (du
Toit and Opie, 1994).

Por otro lado, la modulaciéon de la extrusion de Ca?* desde el reticulo
sarcoplasmatico al citosol produce, también, efectos cardioprotectores
(Fauconnier et al., 2013). Asi, bloqueantes como la rianodina, administrados
durante todo el experimento, redujeron la incidencia de arritmias ventriculares,
tanto durante la isquemia como durante la reperfusion, en corazones aislados
de rata (Thandroyen et al., 1988). Otros autores han demostrado una mejora en
la funcién cardiaca en corazones aislados de conejo tratados con rianodina y
sometidos a isquemia-reperfusion, respecto al grupo control (Akita et al., 1993).
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2.4 INHIBIDORES CONTRACTILES

Existen algunos farmacos capaces de inhibir directamente la
maquinaria contractii de la célula durante los primeros minutos de la
reperfusion, 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 reoxigenacion
(Siegmund et al., 1991), y de ejercer proteccién contra el dafio por isquemia-
reperfusion en corazones aislados de rata (Tani et al., 1996). Ademas, estudios
in situ, en un modelo de isquemia regional en corazén de cerdo, permitieron
demostrar que el tratamiento intracoronario con BDM, administrada durante los
primeros minutos de la reperfusion, reducia el desarrollo de hipercontractura,
efecto que se asociaba con una disminucion significativa del tamafio del infarto
(Garcia-Dorado et al., 1992a). Resultados similares se han obtenido también
en otras especies, como en el modelo de corazén de perro in situ, donde la
administracion de BDM también logré reducir las dimensiones del miocardio
infartado (Schlack et al., 1994).

La blebistatina es un inhibidor especifico para las isoformas de miosina
Il no musculares y del musculo esquelético, que produce desacoplamiento del
proceso de excitacion-contraccién sin afectar a otras propiedades del
cardiomiocito, como pueden ser las caracteristicas del potencial de accion
(Fedorov et al., 2007; Dou et al., 2007). La blebistatina reduce la incidencia de
taquicardia ventricular en corazones de ratén con infarto crénico, y ha sido
utilizada para llevar a cabo multiples ensayos electrofisiologicos en modelos
murinos y lagomorfos de corazén aislado (Fedorov et al., 2007; Brack et al.,
2013). Al igual que pasaba con la BDM, la administraciéon de blebistatina
durante los primeros minutos de la reperfusion en corazones aislados de rata
se ha asociado con una reduccién del desarrollo de hipercontractura durante la
misma y con una disminucion de la muerte celular, determinada mediante
liberacion de lactato deshidrogenasa (LDH) (Inserte et al., 2013).

2.5 INHIBIDORES DE PROTEASAS

Las proteasas dependientes de calcio, como las calpainas,
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 reperfusiéon (Inserte et al., 2009; Neuhof and Neuhof, 2014). Una
vez activadas son capaces de degradar proteinas estructurales del sistema de
anclaje entre el sarcolema y el citoesqueleto, como la a-fodrina y la anquirina-
B, aumentando la fragilidad de ambos (Inserte et al., 2004). Ademas, también
queda danado el anclaje de la Na*/K* ATPasa a la membrana, y por tanto
perjudica su funcion normal (Singh and Dhalla, 2010). Se ha demostrado que la
administracién de MDL-7943, un inhibidor de la actividad de las calpainas,
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consigue atenuar el dafio por reperfusion, efecto asociado a la conservacion de
o-fodrina y de anquirina-B, y a proteccién de la actividad de la Na*/K* ATPasa
(Inserte et al., 2005). Asimismo, el uso de otros inhibidores de calpainas, como
el MDL-28170, también ha probado ser beneficioso limitando el tamano del
infarto en corazon aislado de rata (Hernando et al., 2010). Otros inhibidores de
las calpainas, cuyo desarrollo ha sido mas reciente, como es el caso del SNJ-
1945 (Koumura et al., 2008), han demostrado ejercer efectos cardioprotectores
frente al dafo por reperfusion en modelos de paro cardiaco mediante
cardioplegia realizado en preparaciones aisladas de corazén de rata
(Yoshikawa et al., 2010), asi como en modelos de corazén de rata in situ tras
isquemias breves seguidas de reperfusion (Takeshita et al., 2013).

Ademas del uso de moléculas que logran detener la actividad de las
calpainas, existen inhibidores de otras proteasas que podrian ser utiles contra
el dafo por reperfusién. Es el caso de la aprotinina, un inhibidor de serin
proteasas que ha demostrado efectos similares reduciendo el tamafio del
infarto al ser administrada in situ en corazén de cerdo (Khan et al., 2004).

2.6 INHIBIDORES DE LOS CANALES DE Cx43

Diversos estudios han puesto de manifiesto que la extensiéon de la
hipercontractura y de la muerte celular, que se produce en el miocardio durante
la reperfusion, puede ser en parte reducida con farmacos que actuen
inhibiendo los canales formados por Cx43 (Rodriguez-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 interpretacién de los
resultados (Bodendiek and Raman, 2010).

Es el caso del heptanol, cuya administracion durante la reperfusién ha
logrado limitar la propagacion de la hipercontractura en cardiomiocitos aislados
y la necrosis en corazones in situ de cerdo y aislados de rata sometidos a
isquemia transitoria (Garcia-Dorado et al., 1997b; Rodriguez-Sinovas et al.,
2004). Un caso parecido ocurre con el halotano (Rodriguez-Sinovas et al.,
2004), otro bloqueante de las uniones tipo gap que, ademas, puede intervenir
inhibiendo las oscilaciones de Ca?* en el citosol, actuando sobre el reticulo
sarcoplasmatico, y reduciendo asi la hipercontractura (Siegmund et al., 1997).
Por otro lado, la administracion de heptanol previamente a la isquemia ejerce
también un efecto protector reduciendo la incidencia de arritmias ventriculares
en corazon aislado de rata (Sun et al., 2014), asi como el tamafo del infarto
(Rodriguez-Sinovas et al., 2006b). Sin embargo, la protecciéon provocada por el
pretratamiento con heptanol puede deberse a sus acciones antiisquémicas, ya
que su administracion previa retrasa la aparicion del rigor isquémico y del
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desacoplamiento eléctrico y reduce la sobrecarga de Ca?* que ocurre durante
la isquemia (Rodriguez-Sinovas et al., 2006b).

Otros inhibidores de las uniones tipo gap también han demostrado ser
eficaces frente al dafo por reperfusion cuando se administran tras el episodio
de isquemia. Seria el caso del acido palmitoleico o del acido glicirretinico (y sus
derivados, como la carbenoxolona), cuya administracion al inicio de la
reperfusion lograron atenuar el dafo letal en preparaciones de miocardio de
rata en un modelo de corazén aislado de Langendorff (Rodriguez-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 busqueda de nuevos agentes con
acciones mas 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 especificos de los
canales de esta proteina (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 interaccion de un hemicanal de Cx43 con el de la célula vecina, y
previniendo, de esta manera, la formacion de los canales de las uniones tipo
gap (Evans and Boitano, 2001). Existen estudios donde se ha visto que la
administraciéon de Gap26 después de una isquemia regional es capaz de
reducir el tamafo del infarto en corazones aislados de rata sometidos a
isquemia-reperfusién, 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 podria
ser dafina para el miocardio, al alterar el equilibrio idnico, facilitando la
aparicion de edema celular y permitiendo la pérdida de metabolitos criticos
(Wang et al.,, 2013). Para poder diferenciar entre ambas posibilidades, mas
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-reperfusiéon miocardica in vivo en
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ratdn, apoyando, que la participacion de la Cx43 en el dafio por reperfusion 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 transicion 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 dafos 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 farmaco se
utiliza en la practica clinica como un potente inmunosupresor, capaz de reducir
el riesgo de rechazo tras un trasplante de un 6rgano (Cohen et al., 1984;
Molnar et al., 2015). Su accion inmunosupresora radica en su unioén a las
ciclofilinas y sus efectos inhibiendo la calcineurina, una protein fosfatasa
activada por calcio (Liu et al., 1991). Las ciclofilinas son proteinas ubicuas, de
estructura bien conservada, que poseen actividad enzimatica del tipo
peptidilprolil cis-trans isomerasa (Fischer et al., 1989; Takahashi et al., 1989).
Esta actividad enzimatica de las ciclofilinas es inhibida por la ciclosporina A
(Borel et al., 1977), y es el complejo formado por ciclosporina A con la isoforma
citosdlica ciclofilina A el que inhibe a su vez a la calcineurina (Liu et al., 1991).

En relacién a la inhibicién de la apertura del mPTP, la accién de la
ciclosporina A esta asociada a su interaccién con la ciclofilina, concretamente
con la isoforma mitocondrial, la ciclofilina D (Wang and Heitman, 2005). La
ciclofilina D modula la apertura del poro de transicidon 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 dafo por
reperfusion en varios modelos animales (Bunger and Mallet, 2013). Es el caso
de la administracién de esta droga en corazoén in situ de cerdo (Skyschally et
al.,, 2010) y de conejo (Argaud et al., 2005), observandose una reduccion
significativa del tamafo del infarto. También en corazén aislado de rata se ha
visto su efecto cardioprotector, mejorando la recuperacion funcional del
ventriculo izquierdo tras el periodo de isquemia-reperfusion (Griffiths and
Halestrap, 1993). Ademas, se ha observado proteccion en cardiomiocitos de
perro aislados, mejorando la funcidn respiratoria mitocondrial (Sharov et al.,
2007). Mas alla, se ha comprobado su efecto protector, tras hipoxia-
reoxigenacion, en miocitos aislados a partir de muestras de trabécula auricular
de pacientes que habian sido sometidos a cirugia de bypass coronario,
observandose mayor supervivencia en las células que habian sido tratadas con

ciclosporina A al inicio de la reoxigenacion (Shanmuganathan et al., 2005).
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La eficacia de la inhibicion de la apertura del mPTP frente al dafo por
reperfusion 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 administracion
de sangliferina A durante los primeros momentos de la reperfusion es capaz de
reducir el tamafo del infarto en corazones aislados de rata (Hausenloy et al.,
2003), efecto asociado con un aumento en los niveles de ROS requeridos para
inducir despolarizacion 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 auriculas de pacientes de cirugia cardiaca, sometidos in vitro a
hipoxia-reoxigenacion (Shanmuganathan et al., 2005), o como la reduccion en
el tamano del infarto al ser administrada in situ en corazén de conejo (Argaud
et al., 2005).

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

En lo referente a ensayos clinicos, la ciclosporina A demostrd, en un
ensayo piloto (n=58), que era capaz de reducir el tamafo del infarto en
pacientes con SCAEST, determinado mediante resonancia magnética a los 5
dias, cuando se administraba al inicio de la reperfusion (Piot et al., 2008). Dicha
reduccion persistia 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 administracién intravenosa de ciclosporina A en pacientes con SCAEST
sometidos a intervencion percutdanea. Lamentablemente, en este ensayo clinico
la ciclosporina no fue capaz de reducir la incidencia de la variable combinada
de muerte, empeoramiento de la insuficiencia cardiaca durante la
hospitalizacion inicial, rehospitalizacion y remodelado ventricular adverso (Cung
et al.,, 2015). Entre las posibles explicaciones para la falta de eficacia de la
ciclosporina en el ensayo CIRCUS podrian incluirse que la tasa de aspiracion
de trombos fue mayor en este estudio que en los previos, que soélo se
incluyeron pacientes con infartos anteriores, o que la droga utilizada iba
disuelta en un vehiculo lipidico que podria afectar la funcionalidad mitocondrial
y la apertura del mPTP.

2.8 ANTIOXIDANTES

La generacion exagerada de ROS que se producen durante los
momentos iniciales de la reperfusidén, 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 dafio por reperfusion, e inducen,
ademas, peroxidacion lipidica y modificacion en la estructura de diversas
proteinas (Kevin et al., 2005). Esta accidn oxidante, tanto sobre la membrana,
como sobre las miofibrillas del citoesqueleto, incrementa, ademas, la fragilidad
celular, colaborando, en este aspecto, con el efecto producido por la activacion
de las calpainas (Becker, 2004). Por estas razones se ha propuesto que la
administracién de sustancias antioxidantes podria ser beneficiosa frente al
dafio por reperfusion. Sin embargo, los resultados obtenidos en diferentes
modelos experimentales de isquemia-reperfusién han sido generalmente muy
variables (Miura et al., 1988; lwamoto et al., 1991; van Jaarsveld et al., 1994,
Fantinelli et al., 2006; Yang et al., 2014).

A pesar de que un numero considerable de antioxidantes (beta
caroteno, licopeno, vitamina C, vitamina E, coenzima Q10, etc.) han
demostrado efectos protectores, en muchos casos sus caracteristicas
farmacocinéticas limitan su uso como agentes terapéuticos (Jain et al., 2015).
Ademas, 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
corazon aislado o in situ (Becker, 2004), pese a que también existen resultados
positivos. Es el caso de M40403, un mimético de la superdxido dismutasa, que
ademas de limitar la extension del miocardio dafiado, 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 produccion de
ROS, en vez de detoxificar los ROS ya producidos mediante el uso de
antioxidantes, ha sido menos explorada. Asi, la inhibicion del complejo | de la
cadena respiratoria con amobarbital reduce el tamano del infarto en corazones
aislados de rata o ratdon sometidos a isquemia-reperfusion, tanto cuando se
administra antes de la isquemia como en el momento de la reperfusion (Stewart
et al., 2009; Xu et al., 2014). Este efecto se asocidé con una menor produccion
de ROS en mitocondrias aisladas tras la restauracion del flujo (Stewart et al.,
2009).

La atenuacion del estrés oxidativo mediante el uso de antioxidantes,
como terapia para reducir el tamafno 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 administré6 superédxido
dismutasa humana recombinante (h-SOD) previamente a la revascularizacién,
ésta no modificd ni la tasa de mortalidad ni la fraccion de eyeccién a los 10 dias
del infarto (Flaherty et al., 1994). De forma similar, el tratamiento con
edavarona, aunque logré reducir la liberacion enzimatica y la incidencia de
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arritmias durante la reperfusién, no pudo mejorar la fraccion de eyeccion a las
dos semanas de la revascularizacion, en un ensayo aleatorizado en pacientes
con SCAEST (n=80) (Tsujita et al., 2004). Ademas, en un reciente meta-
andlisis analizando el papel cardioprotector de diversas vitaminas
antioxidantes, se observo que su suplementacion no tenia efectos significativos
sobre eventos cardiovasculares mayores, infarto de miocardio, muerte por
cualquier causa, muerte cardiaca, y cualquier posible evento relacionado con el
corazon (Ye et al., 2013).

2.9 BETA-BLOQUEANTES

Otra estrategia que también se ha utilizado para reducir el tamafio del
infarto es la administracion de pB-bloqueantes. Su eficacia reduciendo el tamafio
del infarto se ha comprobado en diversos estudios experimentales. Asi, su
administracién intravenosa en un modelo in vivo de isquemia-reperfusion
porcino ha demostrado aumentar el miocardio salvado, asi como mejorar la
fraccion de eyeccidn del ventriculo izquierdo entre los dias 4 y 22 después de
la intervencion (Ibafiez et al., 2007). Posteriormente este mismo grupo observo,
también en un modelo porcino, que la administracion intravenosa de
metroprolol antes de la reperfusion coronaria resultaba en un mayor indice de
miocardio salvado que su administraciéon oral iniciada tras la reperfusion
(Ibafiez et al., 2011).

En cuanto a pacientes con SCAEST en la region anterior del corazon,
en el reciente estudio METACARD-CNIC (n=270), la administracion intravenosa
de metoprolol, previa a la angioplastia primaria, fue capaz de reducir el tamafo
del infarto (Ibafiez et al., 2013). Este efecto beneficioso persistia incluso seis
meses después del evento isquémico, y los pacientes tratados mostraron una
mejora significativamente superior en la fraccidon de eyeccion (Pizarro et al.,
2014). Sin embargo, en un ensayo posterior sobre una poblacién con SCAEST
no restringida, la administracion intravenosa de metoprolol anterior a la
angioplastia primaria, no se asocié con una reduccion en el tamafo del infarto
(Roolvink et al., 2016). De forma similar, en el estudio COMMIT, de mayor
tamafio (n=45852), el tratamiento con metoprolol no modificé la tasa de
mortalidad en pacientes con SCAEST (93%) tratados mediante terapia
fibrinolitica (Chen et al., 2005). Sin embargo, el METOCARD-CNIC parece ser
mas representativo que el anterior en cuanto al tratamiento actual de los
pacientes con SCAEST en la region anterior del corazén, tanto en cuanto al
seguimiento de las guias de practica clinica, como en cuanto a los criterios de
inclusion de los pacientes (Ibafez et al., 2015).
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2.10 ACTIVACION FARMACOLOGICA DE LAS VIAS ENDOGENAS
DE CARDIOPROTECCION

Existen farmacos que, mediante mecanismos dependientes o
independientes de receptor, son capaces de activar en el cardiomiocito una
serie de cascadas citosolicas protectoras, fundamentalmente formadas por
quinasas, como son las vias RISK, SAFE, y GMPc/PKG, que pueden
interaccionar entre si, y que se describen a continuacion.

La via RISK (Reperfusion Injury Salvage Kinase) es una importante
ruta bioquimica implicada en el desarrollo cardiaco y la citoproteccion (Ertracht
et al., 2014). Esta 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 proteinas quinasas mas importantes son PI3K
(fosfatidilinositol 3-quinasa), Akt (también llamada Proteina quinasa B, PKB) y
Erk1/2 (Extracellular signal-requlated kinase-1/2), las cuales confieren alta
cardioproteccion cuando son activadas mediante fosforilacion especificamente
en el momento de la reperfusion miocardica (Hausenloy and Yellon, 2004).
También estan implicadas otras muchas quinasas como GSK-3p (Glycogen
Synthase Kinase 3p4) (Cohen and Frame, 2001; Park et al., 2006b), o como
PKC (Proteina quinasa C), principalmente la isoforma PKC-¢ (Budas et al.,
2007).

A) adenosina oy B)

bradiquinina
opioides FGF-2 citoquinas

!
l | tipo IL-6

SOD
aldosa reductasa

mitocondria nucleo

mitocondria

Figura 2. Principales vias implicadas en la senalizacién celular que conduce a la
cardioproteccion. A, via RISK. B, via SAFE. GPCR, Receptor acoplado a proteina
G; IGF-1, Factor de crecimiento insulinico tipo 1; FGF-2, Factor de crecimiento de
fibroblastos 2; IL-6, Interleuquina 6; SOD, Superéxido dismutasa; NOS, Oxido
nitrico sintasa. Tomado de (Heusch et al., 2008). 37
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Adicionalmente a la via RISK, se ha demostrado la existencia de una
segunda via mediadora de la proteccion, e independiente de la activacion de
Akt o de ERK. Se trata de la denominada via SAFE (Survivor Activating Factor
Enhancement) (Lecour, 2009b), la cual implica la participacion 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/reperfusion. Las JAK son una familia de tirosin quinasas que son
funcionales cuando determinados ligandos, como TNFa (Factor de Necrosis
Tumoral o) o factores de crecimiento, las activan a través de receptores de
membrana (Lecour, 2009a).

Finalmente, una tercera via mediadora seria la del GMPc/PKG (Fig. 3).
Estd implicada en modular la velocidad de recuperacion del pH intracelular
durante la reperfusion, pero también tiene efectos sobre las oscilaciones del
Ca?* y sobre el mPTP (Inserte and Garcia-Dorado, 2015). EI 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 localizacion subcelular. La forma soluble (sGC) se
encuentra en el citosol del cardiomiocito, y requiere la accion del éxido nitrico
(NO) endogeno para poder sintetizar GMPc. Por otro lado, la enzima
particulada (pGC) es una proteina integral de la membrana plasmatica, y se
activa especificamente por la unién de los péptidos natriuréticos (NP), como el
BNP o el ANP (Cerra and Pellegrino, 2007), a sus receptores. La activacion 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 activara la proteina
quinasa G (PKG), que sera la responsable de actuar sobre el o los efectores
finales de la proteccion (Garcia-Dorado et al., 2009). Cabe mencionar que los
niveles intracelulares de GMPc estan regulados también por su degradacién
hidrolitica mediante fosfodiesterasas (PDE) (Bender and Beavo, 2006).
Igualmente, merece la pena destacar que las distintas vias pueden estar
interrelacionadas. Asi, la produccion de NO a partir de la eNOS, y por tanto la
produccion de GMPc, puede incrementarse, en parte, a través de la via RISK,
por activacion de PI3K/Akt (Gao et al., 2002; Bertrand et al., 2008).

Los principales activadores de la via RISK son las moléculas que
actuan a través de su union a receptores acoplados a proteinas G, que en
ultimo término pondra en marcha la cascada de proteinas quinasas citosdlicas
(Hausenloy and Yellon, 2007). Ejemplos de este sistema de activacién 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 reperfusion
miocardica, han demostrado reducir el tamano del infarto en modelos
experimentales (Hausenloy and Yellon, 2007). Diversos estudios han puesto de
manifiesto una reduccion en el tamano del infarto cuando se administraba
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adenosina durante la reperfusion, tanto en un modelo in vivo en conejo (Kis et
al., 2003), como sobre corazones aislados de rata (Park et al., 2006a).
Igualmente la administracion de bradiquinina durante la fase de reperfusion
también ha logrado reducir el infarto en corazones aislados de raton (Bell and
Yellon, 2003b) y rata (Park et al., 2006b). Por su parte, opioides suministrados
minutos antes de la reperfusidn intravenosamente en un modelo in vivo de rata
redujeron significativamente el tamano del infarto, aboliéndose este efecto
protector con la administracion de bloqueantes especificos (Gross et al., 2004).
De hecho, el uso de bloqueantes especificos ha permitido demostrar el papel
endoégeno de adenosina, bradiquinina y opioides, dependiendo de la especie,
en la activacion de la via RISK durante maniobras cardioprotectoras, pero no
de otros agonistas dependientes de receptor, como norepinefrina o
angiotensina (Schulz et al., 2001).
L-Arginina

Donadores NO
NOx

= -
NO Activadores ;GC NP BK  Insulina
/ NPR-C _ "
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Figura 3. Representacion de la via GMPc/PKG. GMPc es sintetizado por la activacion de
las vias NO/sGC y NP/pGC, y regulado por PDEs compartimentadas. Agonistas de
receptores asociados a proteina G estimulan el eje eNOS/sGC/PKG, via activacion de
PI3K/Akt. Las acciones principales de GMPc no solo estdn mediadas por PKG, sino
también por la regulacion de los efectos mediados por AMPc a través de la modulacién de
PDE2 y PDES3. Las diferentes estrategias farmacolégicas que han sido probadas para
estimular la via GMPc/PKG se muestran en azul. BK, Bradiquinina; Nox, Nitritos/nitratos;
NP, Péptido natriurético. PDE, Fosfodiesterasa. Tomado de (Inserte and Garcia-Dorado,
2015).

NPR-A/B

Inhibidores PDE5

En el escenario clinico, el tratamiento con adenosina ha sido el centro
de interés de diversos ensayos. Dos de los mas 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 infusion intravenosa de adenosina junto con lidocaina,
en pacientes con elevacion del segmento ST. En el primer ensayo, los
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pacientes fueron intervenidos con terapia trombolitica, y, en el segundo,
algunos casos fueron tratados con trombolisis y otros con intervencion
percutanea. Los resultados de estos dos ensayos indicaron que la adenosina
no modificaba, en general, el tamano del infarto, aunque en el subgrupo de
pacientes que habia sufrido infartos anteriores parecia existir una modesta
limitacion 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 reduccion del
tamano del infarto y en cuanto a la mejora de la funcion del ventriculo
izquierdo, respectivamente. Por otro lado, la administracion intracoronaria de
adenosina, como complemento de la angioplastia primaria, si logré6 mejorar la
funcién 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
tamano del infarto, excepto en aquellos pacientes cuya duracion de la isquemia
era inferior a 200 minutos (Garcia-Dorado et al., 2014a).

Por otro lado, la via 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 reperfusion (Bell and Yellon, 2003a). Su mecanismo de accion también
depende de la activacion de PI3K-Akt y de la fosforilacion de eNOS.
Igualmente, se ha demostrado esta dependencia de la activacién de PI3K en el
efecto protector que tiene el isoflurano (Chiari et al., 2005).

En cuanto a las terapias con estatinas en la practica clinica, de nuevo
hay resultados discordantes. El estudio ARMYDA-ACS (n=171) demostrd que
el pretratamiento con atorvastatina era capaz de reducir la liberacion de
enzimas marcadoras de dano miocardico en pacientes no SCAEST que
cursaban con sindrome coronario agudo (Patti et al., 2007). Sin embargo, un
estudio posterior (n=173) determiné que no habia diferencias en el tamafo del
infarto entre los grupos tratados con altas dosis de atorvastatina (80 mg antes
de la intervencion percutanea y durante los 5 dias posteriores) y los tratados a
bajas dosis (10 mg diarios después de la intervencion) (Hahn et al., 2011) en
pacientes con infarto de miocardio con elevacién del segmento ST. Por otro
lado, el uso generalizado de las estatinas en el tratamiento de los pacientes
con sindrome coronario agudo hace dificil la realizacion de ensayos
aleatorizados (estatinas vs. placebo) en pacientes con SCAEST, con el objetivo
de evaluar su efecto sobre el tamario del infarto (Kloner, 2013).

Ademas de la via RISK, es posible modular farmacoldégicamente la
activacién de otras vias cardioprotectoras, como la via del GMPc/PKG. La
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modulacién de esta via puede conseguirse o bien mediante estimulacion de la
guanilato ciclasa y consiguiente formacion de GMPc, o bien evitando la
degradacion de este importante mediador intracelular (Inserte and Garcia-
Dorado, 2015). Por un lado, la forma citosélica de la guanilato ciclasa es
activada de forma independiente de receptor de membrana, por la produccion
de NO generado por la enzima NOS, que utiliza L-arginina como sustrato. Se
ha observado que la administracién preisquémica de L-arginina atenua el dafio
por reperfusion en corazon 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, asi como con donadores sintéticos de NO
(Lundberg et al., 2008), habiéndose observado una reduccion del tamafio del
infarto cuando se administran antes de la isquemia (Shiva et al., 2007). Asi
mismo, la produccion de GMPc puede aumentarse de forma dependiente de
receptor (aunque en este caso se trata de un receptor no acoplado a proteinas
G) mediante estimulacion de la forma particulada de la GC (pGC), tras la
administraciéon de péptidos natriuréticos, que conducen a limitacién del tamafio
del infarto (Padilla et al., 2001; Ren et al., 2007). Sin embargo, hay que
considerar, en este punto, que la activacion de estos receptores también puede
conducir a la activacion de la via RISK, como se ha visto en corazén aislado de
rata (Sangawa et al., 2004). En cuanto a la inhibicion de la degradacion del
GMPc, la administracion de inhibidores de PDE ha logrado reducir el infarto en
diferentes modelos experimentales (Kukreja et al., 2011).

A nivel clinico, el uso de péptidos natriuréticos podria resultar
esperanzador. Su administracién intravenosa o intracoronaria, en pacientes con
SCAEST, ha demostrado mejorar la funcion cardiaca postinfarto al mes
(Hayashi et al., 2001) y a los seis meses (Kuga et al., 2003) respectivamente, y
prevenir el remodelado ventricular adverso, asi como reducir la incidencia de
arritmias durante la reperfusion. En el ensayo multicéntrico J-WIND-ANP
(n=1216), la infusion de un analogo del péptido natriurético auricular (Kitakaze
et al., 2007) disminuy6 la liberacion enzimatica de creatina quinasa, una
medida indirecta del tamafio del infarto, efecto asociado a un incremento en la
fraccidén de eyeccion.
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3 Modulacién del metabolismo cardiaco como estrategia

protectora frente al daino por reperfusion

Una forma distinta de abordar el dafio por reperfusion es provocando
un cambio en el metabolismo energético del miocardio, pasando de la habitual
oxidacion de acidos grasos de cadena larga, hacia la oxidacion de glucosa
(Bertrand et al., 2008). En este sentido, los acidos 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
acidos grasos resulta mas eficaz energéticamente, pero lo hace a costa de un
mayor consumo de oxigeno. En una situacion como la isquemia, desplazar el
metabolismo hacia el consumo de glucosa podria resultar beneficioso, debido
a la menor disponibilidad de oxigeno, permitiendo mantener durante algun
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 administracién de soluciones conteniendo insulina
(como la de glucosa-insulina-potasio, GIK) o la administracién de agonistas del
receptor del péptido similar al glucagon tipo 1 (GLP-1).

3.1 GLUCOSA-INSULINA-POTASIO (GIK)

La idea de que el tratamiento con glucosa podia ser beneficioso en
varias en enfermedades cardiacas aparece por primera vez en 1912 (Goulston,
1912), y los primeros resultados experimentales, comprobando los efectos
mecanicos de una mezcla de insulina y glucosa en corazén aislado, datan de
1927 (Visscher and Muller, 1927; van der Horst and Zijlstra, 2005). En 1935,
Evans y colaboradores mostraron que la captacién de glucosa esta aumentada
en el miocardio isquémico (Evans et al., 1935). Sin embargo, no fue hasta
treinta afos mas tarde cuando Sodi-Pallares y colaboradores sugirieron que la
interferencia metabdlica durante la isquemia miocardica con una infusion de
GIK podia provocar un efecto beneficioso, con un descenso en los signos
electrocardiograficos provocados por la misma (Sodi-Pallares et al., 1962).
Ademas, estos mismos autores fueron capaces de demostrar que la infusién de
GIK es capaz de reducir la incidencia de arritmias durante el periodo de
isquemia (Sodi-Pallares et al., 1963). Este ultimo hecho lo atribuyeron a la
entrada de potasio en los cardiomiocitos durante la isquemia (Sodi-Pallares et
al., 1963), ya que la insulina, ademas de facilitar la captacién y el consumo de
glucosa en las células, también estimularia 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 ambito del dano por isquemia-reperfusién, por sus posibles
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efectos protectores sobre el tamafo del infarto. Asi, en un modelo canino de
oclusion coronaria se observd que una infusién intravenosa de GIK,
administrada 30 minutos después de la isquemia, se asociaba a una reduccién
en la extension del area necrotica miocardica (Maroko et al., 1972b). Las
acciones protectoras de GIK, en general, se han asociado con una reduccién
en los niveles de acidos 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 captacion de glucosa y en la tasa glucolitica 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 interpretacion de los
resultados.

Dado que el mecanismo de accién inicialmente propuesto para explicar
la proteccion por GIK seria el cambio metabdlico, que seria especialmente
beneficioso en condiciones de baja tension de oxigeno, el efecto protector
deberia darse principalmente cuando la solucion de GIK se administra antes de
la isquemia, o durante la misma. Asi, la insulina, administrada durante la
isquemia, ejerce un efecto protector frente a la muerte necrética tanto en
corazones aislados de rata como en cardiomiocitos en cultivo (Diaz et al.,
2015). Adicionalmente, la accién de la insulina facilitando la acumulacién de
glucogeno y la utilizacion 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
reperfusion (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 tamafio del infarto cuando la solucion se administraba solo durante la
reperfusion o durante todo el protocolo (isquemia y reperfusion) (Jonassen et
al., 2000).

Algunos autores han postulado que la insulina seria la principal
responsable de la proteccion ejercida por GIK (Gao et al., 2002; Abdallah et al.,
2006). Se trata de una hormona de naturaleza peptidica sintetizada por las
células beta de los islotes de Langerhans del pancreas endocrino, y de funcién
hipoglucemiante. Etimolégicamente, insulina deriva de la palabra “insula”, en
latin “isla”, haciendo referencia metaférica a dicha estructura, donde es
sintetizada y secretada (Ahmad, 2014). De hecho, Jonassen y colaboradores,
utilizando un modelo de corazdén aislado de rata, demostraron que la
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administracién unicamente de insulina, tanto durante los primeros quince
minutos de la reperfusién, como durante las dos horas siguientes, era capaz de
reducir significativamente el tamafo 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 reperfusién (Zhang et al., 2006a;
Wong et al., 2011). A la vista de estos resultados, parece que el papel protector
que tiene la GIK se vincularia al efecto cardioprotector independiente que
ejerce la insulina (Sack and Yellon, 2003).

La explicacion de por qué la GIK, y especialmente la insulina, ejerce un
efecto protector durante la reperfusion no es del todo conocida. A los efectos
metabdlicos (que quizas sean menos importantes en esta fase) se afnade la
posible activaciéon, dependiente de la interaccion de la insulina con sus
receptores, de diferentes vias de senalizacion que pueden conducir a un efecto
cardioprotector. Asi, la insulina se ha descrito que activa la via RISK, al unirse
a su receptor en la superficie celular (Bertrand et al., 2008). Gracias a esta
unién, el receptor de insulina pone de manifiesto su actividad tirosina quinasa,
lo que llevara en ultimo término a la activacion de PI3K y Akt, y por tanto
pondra en funcionamiento la via RISK (Fig. 4) (Bertrand et al., 2008). Ademas,
su potencial protector sobre el corazén también esta relacionado con su
capacidad de suprimir la generacién tanto del TNF-a como de anién superdxido
(Das, 2001; Groeneveld et al., 2002).

Finalmente, la modulacion del metabolismo energético miocardico
también se ha utilizado con cierto éxito en el tratamiento de los pacientes con
SCAEST sometidos a revascularizacion coronaria. En concreto, la
administracién de GIK ha sido probablemente la estrategia mas investigada
(Kloner and Nesto, 2008). Asi, el estudio ECLA (n=407) demostré que la
infusion de GIK, durante 10 horas después del inicio de los sintomas, se
asociaba a una reduccion en la mortalidad (Diaz et al., 1998). Sin embargo, en
este estudio solo el 60% de los pacientes fueron reperfundidos, y la
revascularizacion fue mas frecuente en los pacientes tratados con GIK que con
placebo, lo cual puede dificultar la correcta interpretacion 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-
analisis posterior, sumando 4992 pacientes, se detecté una reduccion en la
mortalidad hospitalaria cuando la terapia con GIK se administraba durante la
reperfusion, 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
clinicas de insuficiencia cardiaca, subgrupo en que se hallé reduccioén 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
consiguié reducir la mortalidad ni la liberacién de enzimas cardiacas (Mehta et
al., 2005). No obstante, a pesar de que el efecto de la GIK sobre el tamano del
infarto en pacientes con SCAEST no parece claro a la vista de los estudios
presentados, el mas reciente (IMMEDIATE) puede haber aportado resultados
alentadores. El ensayo multicéntrico IMMEDIATE recluté 871 pacientes con
alta probabilidad de sindrome coronario agudo que, en su mayoria, fueron
reperfudidos mediante angioplastia primaria, y que comenzaron a recibir el
tratamiento con GIK o placebo por via intravenosa durante su traslado en
ambulancia hacia el hospital (Selker et al., 2012). En este estudio, y a pesar de
que en la poblacién general del mismo el tratamiento con GIK durante 12 horas
no modificéd la tasa de progresion a infarto de miocardio, la mortalidad a 30 dias
o la incidencia de variable compuesta mortalidad intrahospitalaria junto a paro
cardiaco, en el subgrupo de pacientes con SCAEST, la terapia con GIK si
redujo significativamente la incidencia de la variable compuesta mortalidad
intrahospitalaria y paro cardiaco. Ademas, en el pequefio subgrupo de
pacientes en los que se midié el tamano del infarto, determinado mediante
gammagrafia de perfusién miocardica (SPECT), se observd una disminucion en
el tamano, 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, tratdndose de un estudio
multicéntrico, doble ciego y aleatorizado con placebo, la administracion de GIK
a los pacientes con sindrome coronario agudo se hizo tan temprano como fue
posible (Selker et al., 2014).
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Figura 4. Vias implicadas en la sefalizacion intracelular provocada por la unién de la
insulina a sus receptores y que participan en la regulacion del metabolismo cardiaco.
Las lineas de puntos simbolizan translocaciones y las sdlidas ilustran interacciones
directas, mientras que las lineas discontinuas representan regulacién indirecta. Se
muestran las interacciones entre insulina y AMPK (lineas rojas indicando inhibicién de
una via a la otra, y lineas verdes sefalando efectos analogos a los de la insulina). Las
interrogaciones representan eventos de sefializacion que aun no se han establecido en
el tejido cardiaco. Tomado de (Bertrand et al., 2008).

3.2 PEPTIDO SIMILAR AL GLUCAGON TIPO 1 (GLP-1)

Otra molécula capaz de modificar el metabolismo miocardico hacia una
mayor utilizacién de glucosa, y candidata a reducir el dafio por reperfusion es el
GLP-1 (Glucagon-Like Peptide-1) (Deacon, 2004). EI GLP-1 es una incretina,
es decir, una hormona liberada al torrente sanguineo por las células L del
intestino delgado y grueso en respuesta a la ingesta de alimento (Clarke et al.,
2014). Su principal funcion es reducir la glucemia postprandial, estimulando la
liberacion de insulina dependiente de glucosa, e inhibiendo la secrecidn de
glucagon por parte de las células alfa pancreaticas (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 investigacion sobre la modulacion de los niveles de GLP-1 se ha
centrado en el tratamiento de enfermedades metabdlicas, como la diabetes
mellitus tipo 2 (Tasyurek et al., 2014). Sin embargo, sus efectos sobre el
organo cardiaco, asi 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
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mas importantes, junto con la obesidad, la dislipemia y la hipertensién
(Mazzone et al., 2008).

Los efectos directos de GLP-1 sobre el corazon estan asociados a la
presencia de su receptor (GLP-1R) (Fig. 5), que se ha descrito con seguridad
tanto en la auricula como en las arterias y arteriolas del ventriculo 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 inactivacion a nivel cardiaco es esencial para un
correcto control de la frecuencia cardiaca (Ussher et al., 2014). De hecho, estos
receptores podrian jugar un papel importante en la mejora de la eficiencia
energética durante la isquemia, y también, en parte, en la activacion de vias
citosélicas cardioprotectoras (Poudyal, 2016). En efecto, la activacion del GLP-
1R en los cardiomiocitos incrementa la captacion de glucosa (mediada por la
activacion de eNOS y de p38-MAPK), a la vez que desencadena la
estimulaciéon de una cascada de quinasas pro-supervivencia (Fig. 5). Estas
quinasas incluyen PI3K-Akt, ademas de sefalizacion mediada por GMPc
(Seufert and Gallwitz, 2014).

AktPKB

1° 2 (®)
. P38 MAPK
BAD Activacionde caspasas

Disminucién de apoptosis

Figura 5. Vias de transduccion de sefales dependientes de la activacion de GLP-1R en el
cardiomiocito. Las vias conducen a una reduccion en la tasa de apoptosis y a un incremento
en la captacién de glucosa, independientemente de la via clasica mediada por insulina. AC,
adenilato ciclasa; GLP-1R, receptor de GLP-1. Tomado de (Ussher and Drucker, 2012).

Son varios los estudios que sustentan que la induccién de la
cardioproteccion 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 corazén in situ de rata, como en el modelo de corazon aislado de
Langendorff (Aravindhan et al., 2015), la administracion de GLP-1 previamente

a la isquemia y durante todo el experimento se asoci®6 a un aumento
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significativo en la captacion de glucosa, incrementandose ademas el nivel de
lactato en el area en riesgo del ventriculo izquierdo, y acompafnandose de una
reduccion en el tamafio del infarto (Aravindhan et al., 2015). Otro estudio que
también apoyod el efecto protector de GLP-1, realizado en corazones aislados
de rata demostré que el pretratamiento durante dos semanas con un inhibidor
de la degradacion de GLP-1, conseguia reducir el tamafio del infarto cuando
eran perfundidos con alta concentracion de glucosa, y no asi con
concentraciones fisioldgicas. Ademas, 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 rapidamente, 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 dafio por reperfusién, se han
utilizado dos enfoques distintos: por un lado, desarrollar agonistas de los GLP-
1R resistentes a la degradacion por la DPP-4, y por otro lado, inhibidores de
esta ultima enzima (Nauck, 2016).

Los agonistas del receptor GLP-1 se pueden dividir en los de accion
corta (con vida media entre 2 y 4 horas) y los de accion prolongada (con vida
media entre 12 horas y varios dias) (Meier, 2012). Entre los de vida media corta
se encuentran la exenatida y la lixisenatida, mientras que entre los de accién
prolongada aparecen liraglutida, albiglutida, dulaglutida o exenatida-LAR
(Meier, 2012; Gupta, 2013). La exenatida es una versidén sintética de la
exendina-4, una hormona peptidica 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”, etimolégicamente, deriva de la
contraccion de los términos “exocrino” y “endocrino”, y hace referencia al hecho
de que estos péptidos provienen de una glandula 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 liberacién de insulina (Goke
et al., 1993).

La administracion de estos agonistas en experimentos de isquemia-
reperfusion ha dado lugar, en general, a efectos cardioprotectores, tanto
cuando se administra antes como después de la isquemia. Asi, se ha visto que
la albiglutida, administrada antes de la isquemia, es capaz de reducir el tamafo
del infarto, mejorar los parametros hemodinamicos y la funcion cardiaca
postisquémica, efectos asociados a un incremento en la captacion 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
reperfusion redujo el desarrollo de hipercontractura y el tamafo del infarto

(Salling et al., 2012). Igualmente, en un modelo porcino de oclusién coronaria
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transitoria in situ, la exenatida, administrada justo antes de la reperfusion, logra
reducir el infarto y mejorar la funcion cardiaca (Timmers et al., 2009).
Finalmente, cabe comentar que los efectos protectores de los agonistas de los
receptores GLP-1 se extienden mas alla de la fase aguda del infarto. Asi, en un
modelo cronico de infarto de miocardio en ratdn, la administracion de exendina-
4 a las 48 h de la oclusidon coronaria mejora la funcién cardiaca, a la par que
provoca una disminucion 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 dafio por isquemia-reperfusion. 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 tamafno del
infarto respecto a los controles (Hocher et al., 2013). También la vildagliptina,
administrada intravenosamente en cerdos antes de una oclusién coronaria, no
solo resulté en una disminucion del tamano del infarto, sino que ademas
disminuyé el numero de latidos ventriculares prematuros e incrementé el
umbral necesario para desencadenar una fibrilacion ventricular durante la
isquemia (Chinda et al., 2013). Este efecto antiarritmico de los inhibidores de
DPP-4 lo compartirian con los agonistas del receptor del GLP-1, como la
exendina-4, que son capaces de reducir la incidencia de arritmias ventriculares,
disminuyendo la duracion, el numero, y la severidad de las mismas, durante la
isquemia miocardica (Kai et al., 2013).

A nivel clinico, se ha comprobado que la infusidon intravenosa de
exenatida iniciada 15 minutos antes de la reperfusion, fue capaz de reducir el
tamano 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 confirmd que la administracion intravenosa de exenatida en 39
pacientes sometidos a revascularizacion coronaria percutanea, era segura y
factible (Bernink et al., 2013), y se observo, a pesar de que el estudio no tenia
poder estadistico para ello, una tendencia a un menor tamario del infarto en los
pacientes tratados con exenatida. Mas alla, en un ensayo diferente (n=58), la
inyeccion subcutanea conjuntamente a una infusion intravenosa de este
analogo, como complemento a la terapia de reperfusion mediante angioplastia
primaria, se asocié con una disminucion significativa del tamafo del infarto y
con una mejora de la funcién del ventriculo izquierdo (Woo et al., 2013).

3.3 OTRAS MOLECULAS DE INTERES COMO MODULADORAS
DEL METABOLISMO ENERGETICO MIOCARDICO

Ademas de los casos mencionados anteriormente, existen farmacos,
como la trimetazidina, un inhibidor de la oxidacién de acidos 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). Asi, la
administracion de trimetazidina justo antes de la reperfusidn es capaz de
reducir el tamafo del infarto y de mejorar la funcion cardiaca en ratas
sometidas, in situ, a isquemia regional seguida de reperfusion (Khan et al.,
2010).

A pesar de la gran variedad de estrategias terapéuticas exploradas
hasta el momento para hacer frente al dafio por reperfusién, no cabe duda de
que los tratamientos metabdlicos con GIK o analogos del GLP-1 se encuentran
entre los mas prometedores para su posible investigacién en pacientes con
SCAEST. Ello es asi 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 Il

51






INTRODUCCION

4 Mecanismos endégenos de proteccién

Como respuesta evolutiva al dano miocardico que se produce durante
un episodio de isquemia transitoria seguido de reperfusion, los animales han
desarrollado una serie de mecanismos innatos y potentes de proteccion
endogena. Estos mecanismos enddgenos se ponen en marcha mediante
episodios transitorios y breves de isquemia-reperfusion, que confieren
proteccion frente a uno mas prolongado vy letal (isquemia indice), 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
aplicacién clinica, aunque aun queda mucho por entender. Segun el momento
en el que se apliquen los ciclos breves de isquemia-reperfusion, estas
maniobras se pueden dividir en precondicionamiento isquémico (cuando se
aplican antes de la isquemia indice) o postcondicionamiento isquémico (cuando
se aplican justo en el momento de la reperfusion), pudiéndose realizar, asi
mismo, en un o6rgano diferente al que se pretende proteger (condicionamiento
remoto).

4.1 PRECONDICIONAMIENTO ISQUEMICO

La primera observacion relativa a este mecanismo de proteccion la
realizaron Murry y colaboradores en un modelo canino, y data de 1986 (Murry
et al.,, 1986). Estos autores advirtieron que la aplicacion de 4 isquemias
miocardicas transitorias, de 5 minutos de duracion, previas a una oclusion de
40 minutos de una arteria coronaria, lograba una reduccion del 75% del tamano
del infarto. A este fendbmeno se le denomind “precondicionamiento isquémico”
(IPC), y como concepto es de los pocos que han sido ratificados por la mayor
parte de la comunidad cientifica, habiéndose descrito efectos cardioprotectores
en todos los modelos evaluados, desde cardiomiocitos hasta corazones
aislados, asi como en experimentos in vivo, y en una amplia variedad de
especies, incluyendo raton, rata, conejo, perro y cerdo (Przyklenk, 2013). Si
bien el criterio principal para valorar la eficacia del IPC es su capacidad para
reducir el tamafo del infarto, algunos estudios han demostrado también mejoria
en otras variables de interés clinico, como sobre la funcion cardiaca tras la
isquemia, con reduccion del aturdimiento miocardico postinfarto (Yellon and
Downey, 2003), asi como sobre la incidencia de arritmias ventriculares
inducidas por la isquemia y/o la reperfusion (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 proteccion por IPC se presenta en dos fases claramente
diferenciadas. Inicialmente, existe una primera ventana o fase temprana de
proteccion, donde los efectos del IPC comienzan a notarse a los 5-15 minutos
de la aplicacion de los ciclos precondicionantes, durando su efecto entre 1y 2
horas. Posteriormente, aparece una segunda ventana protectora que demora
mas en desarrollarse, pero que alcanza su maximo efecto hacia las 24 horas
de la aplicacion de los ciclos precondicionantes, pudiendo extenderse hasta los
cuatro dias siguientes (Saxena et al., 2010). Los mecanismos de ambas fases
son diferentes: mientras que la fase temprana ocurre por modificaciones post-
traduccionales de proteinas preexistentes, la fase tardia depende de la sintesis
de novo de proteinas cardioprotectoras. Asimismo, el grado de proteccién que
producen también puede ser distinto, habiéndose descrito que la primera
ventana es mucho mas eficaz limitando el tamano del infarto, mientras que la
segunda lo seria reduciendo el aturdimiento del miocardio (Bolli, 2007).

Para que la proteccion 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
reperfusion 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 ultimo episodio
precondicionante y el inicio de la isquemia sostenida debe quedar comprendido
entre los 5 y 15 minutos; prolongarlo mas alla de una hora puede suponer la
pérdida del efecto protector (Schulz et al., 2001). Por ultimo, la propia duracién
de la isquemia sostenida debe ser tal que el dafio producido por la misma no
resulte excesivo, y por tanto, que permita encontrar tejido al que salvar
(Przyklenk, 2013).

En cuanto a su aplicacibn en pacientes, y pese a que el
precondicionamiento isquémico local ha demostrado ejercer una potente
proteccion contra el dafio por reperfusion en modelos experimentales, su propia
naturaleza, que requiere de su aplicacién antes del inicio de la isquemia, limita
su practica en la clinica (Schmidt et al., 2014a). Por esta razon, su utilizacion
ha quedado practicamente relegada a estrategias de cardioproteccion durante
intervenciones de cirugia cardiaca (Ghosh and Galifianes, 2003), siendo pocos
los estudios clinicos realizados, y sobre todo en el ambito de la cirugia de
bypass coronario. Asi, en un pequefio ensayo con 30 pacientes sometidos a
este tipo de cirugia, se observd un descenso significativo en la liberacion 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 estimulo
condicionante planificado (Fordyce et al., 2015).

4.1.1 Mecanismos de accion del IPC

Si bien el conocimiento referente a los mecanismos protectores del IPC
es todavia incompleto, los ultimos afios de intensa investigacion han permitido
desarrollar un paradigma general (Yellon and Downey, 2003; Murphy and
Steenbergen, 2008). Esencialmente, el precondicionamiento es un fendmeno
que comienza con la liberacién de uno o mas factores desencadenantes por
parte del area de tejido condicionado, que, o bien actuando a través de
receptores de membrana acoplados a proteinas G o con actividad tirosina
quinasa, o bien independientemente de receptores, activan multiples y
complejas cascadas de sefalizacion. Estas cascadas mediadoras, formadas
por un conjunto de proteinas citosodlicas, principalmente proteinas quinasas,
confluyen en una serie de efectores finales que, en ultimo término, seran los
responsables de desencadenar la respuesta cardioprotectora (Przyklenk,
2013).

Entre los desencadenantes dependientes de receptor, y probablemente
los principales responsables endogenos de la cardioproteccidon por IPC, se ha
descrito que la adenosina, la bradiquinina y los opioides, desempenarian,
dependiendo del modelo animal, un papel clave. De hecho, el bloqueo de sus
receptores es capaz de abolir, dependiendo del modelo, la reduccion del infarto
inducida por el IPC (Heusch, 2015). Asi mismo, otros agonistas
neurohumorales pueden también precondicionar el corazén cuando se
administran exdégenamente, tales como norepinefrina, angiotensina, vy
endotelina, aunque se cree que estas sustancias no actuarian de forma
endoégena como desencadenantes de la proteccidén, ya que no se liberan en
cantidad suficientemente durante los ciclos precondicionantes (Schulz et al.,
2001; Yellon and Downey, 2003). Una mencion especial requieren los
desencadenantes asociados a receptores con actividad tirosina quinasa, como
los factores de crecimiento, incluyendo el factor de crecimiento tumoral (TGF-
B1) 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 actuan como desencadenantes de la proteccion por
IPC de forma independiente de receptores (Schulz et al., 2001). Es importante
destacar que el uso exdgeno de muchas de estas substancias ha permitido
imitar, de forma farmacolégica, el precondicionamiento isquémico. En cualquier
caso, e independientemente de si la accién de los desencadenantes viene
mediada por receptor o no, estos factores activaran en el cardiomiocito una
serie de vias protectoras, fundamentalmente formadas por quinasas, como son
las vias RISK, SAFE, y GMPc/PKG, mencionadas en el punto 2.10. Dentro de
estas vias mediadoras, la PKA podria jugar un papel clave. Su activacion es
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capaz de retrasar la activacion de las calpainas durante la reperfusion,
impidiendo el aumento de la fragilidad del sarcolema (Inserte et al., 2004). De
hecho, se ha demostrado que la inhibicién de la PKA con H89 es capaz de
atenuar la proteccion por IPC en corazones aislados de rata, un efecto
asociado con una menor degradacion de proteinas estructurales, como a-
fodrina (Inserte et al., 2004). Por otro lado, y a pesar de la existencia de estas
vias, también se ha descrito la existencia de un mecanismo protector
mitocondrial independiente de la sefalizacion citosolica, que puede proteger
frente al fallo respiratorio mitocondrial inducido por la isquemia y frente al dafo
oxidativo (Ruiz-Meana et al., 2014).

Independientemente de la via mediadora implicada, todas ellas acaban
actuando sobre uno o mas efectores finales mas o menos comunes. Entre los
candidatos propuestos se encuentran los canales de K* ATP-dependientes de
la mitocondria (mitoKatp), cuya funcion se encuentra inhibida a concentraciones
fisiolégicas de ATP. Se ha sugerido que su apertura durante los ciclos
precondicionantes podria hacer mas resistente a la mitocondria a la entrada de
Ca?* (Holmuhamedov et al., 1999), o bien prevenir la apertura del mPTP
durante la reperfusion (Hausenloy et al., 2002). La Cx43 mitocondrial podria
ser, asi mismo, otro efector final de la proteccién (Ruiz-Meana et al., 2008;
Schulz et al., 2015). Aunque los mecanismos que conectan la presencia de
Cx43 en la mitocondria con la cardioproteccion por IPC no son conocidos, se
ha sugerido que puede interaccionar con varios elementos claves del dafo por
isquemia-reperfusién, incluyendo los propios mitoKare 0 el mMPTP (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
organulo (Miro-Casas et al., 2009), y se sabe que la reduccion en la expresion
de Cx43 mitocondrial se asocia a pérdida de la eficacia cardioprotectora del
IPC (Rodriguez-Sinovas et al., 2006a). De hecho, la Cx43 mitocondrial podria
jugar un papel importante en la proteccion mitocondrial independiente de la
activacion de las cascadas de sefalizacion citosélicas mencionadas
anteriormente (Ruiz-Meana et al., 2014).

Sin embargo, los candidatos mas ampliamente aceptados como
efectores finales de la proteccion por IPC son la hipercontractura que ocurre
durante la reperfusion, la fragilidad celular y la apertura del mPTP. Asi, por
ejemplo, la activacion de la via GMPc/PKG aumenta la captacion de Ca?* por
parte del reticulo sarcoplasmatico, reduciendo de esta manera las oscilaciones
de Ca?*, disminuyendo la sensibilidad de los miofilamentos a este cation, y por
tanto, la aparicion de hipercontractura (Garcia-Dorado et al., 2006). Por otro
lado, el IPC reduce la fragilidad del sarcolema, debido a la inhibicion de las
calpainas mediada por PKA (Inserte et al., 2012), y del citoesqueleto, accion,
esta ultima, mediada por la activacion de la quinasa p38 MAPK (Yellon and
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Downey, 2003). Asimismo, la activacion de la via GMPc/PKG puede conducir a
inhibicion del mPTP por activacion secuencial de PKC-e1 y GSK3p (Garcia-
Dorado et al., 2006; Ferdinandy et al., 2007). Ademas, se ha demostrado que la
activaciéon de STAT3 también inhibe la apertura del mPTP (Boengler et al.,
2010; Szczepanek et al., 2015).

4.2 POSTCONDICIONAMIENTO ISQUEMICO

A pesar de la importancia del descubrimiento del IPC, su utilizacién
clinica como estrategia terapéutica en pacientes con isquemia miocardica ha
sido bastante limitada. Ello se debe a que al tratarse de un pretratamiento sélo
puede utilizarse en situaciones en las que la aparicion de la isquemia sea
previsible, como puede ser en el caso de la cirugia cardiaca o durante un
trasplante, pero no en pacientes con SCAEST. Sin embargo, en 2003 se
demostrd, en un modelo de corazén canino in situ, que la aplicaciéon de varios
episodios de isquemias breves efectuados en el momento de la reperfusion
lograban reducir el tamafio del infarto en la misma medida en que lo conseguia
el IPC. A este fendmeno se le denomindé “postcondicionamiento isquémico”
(IPoC) (Zhao et al., 2003). Para que esta maniobra sea eficaz protegiendo
frente al dafio por reperfusidn, es imprescindible que la primera reoclusién de la
arteria coronaria se realice inmediatamente después del inicio de la
reperfusion, en apenas unos segundos, puesto que el retraso de un solo minuto
provoca la pérdida de eficacia en la reduccion del tamafio del infarto (Cohen
and Downey, 2011). Otro requisito de un protocolo estandar de IPoC es que, a
diferencia del IPC, la duracién de los ciclos postcondicionantes de isquemia-
reperfusion es mas corta. Generalmente se realizan de 3 a 6 ciclos, con una
duracion de 10-60 segundos (Przyklenk, 2013). La efectividad del
postcondicionamiento isquémico reduciendo el tamafo del infarto ha sido
demostrada en diversos modelos experimentales, como en rata (Inserte et al.,
2011a), conejo (Chiari et al., 2005) o cerdo (Rodriguez-Sinovas et al., 2009).

El primer estudio piloto en clinica con postcondicionamiento local, se
publicé en 2005 (Staat et al., 2005), incluyendo 30 pacientes con SCAEST
sometidos a angioplastia primaria. Se hallé una reduccion significativa en la
liberacion de creatina quinasa en aquellos pacientes en los que se realizo la
maniobra de postcondicionamiento, mediante 4 ciclos de inflado y desinflado
del balon de angioplastia (Staat et al., 2005). Desde este ensayo, el
postcondicionamiento isquémico ha demostrado reducir el tamafo del infarto
(mediante biomarcadores o técnicas de imagen) en la mayoria de los estudios
clinicos acometidos, apoyando, por tanto, esta observacion inicial (Przyklenk,
2013; Heusch, 2013). Mas alla, incluso en uno de los ensayos (n=38) se
observo beneficio a largo plazo: un afio después de la intervencion, el grupo
postcondicionado mostré un incremento del 7% en la fraccion de eyeccion del
ventriculo izquierdo, comparado con el grupo control (p=0.04) (Thibault et al.,
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2008). Sin embargo, existen algunos estudios contradictorios. Asi, el ensayo
POST (n=700) no fue capaz de demostrar ningun 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 tamano del infarto en pacientes con SCAEST (Limalanathan et
al., 2014).

4.2.1 Mecanismos de accién del IPoC

Tanto el postcondicionamiento como el precondicionamiento
comparten, en gran medida, las mismas vias de proteccion. Al igual que
pasaba con el IPC, los ciclos postcondicionantes provocan la liberacion de una
serie de mediadores al torrente sanguineo, que estimulan a sus
correspondientes receptores asociados a proteinas G, con la consiguiente
activacion de una o mas cascadas de sefalizacion (Hausenloy and Yellon,
2009). Las principales vias mediadoras implicadas en la proteccion por |IPoC
han sido, al igual que en el IPC, las vias RISK, SAFE y GMPc/PKG, que
acabarian 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 proteccién
puede ser debida a que retrasa la recuperacién del pH intracelular durante la
reperfusion, 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 (Rodriguez-Sinovas et al., 2009). El
retraso en la recuperaciéon del pH intracelular puede explicarse, al menos en
parte, porque los ciclos breves de isquemia-reperfusion reducen el lavado de
lactato y otros metabolitos, ayudando asi a mantener la acidosis (Inserte and
Garcia-Dorado, 2015). Ademas, se ha sugerido que la activacion de la PKG
inhibe la actividad del intercambiador Na*/H* de la membrana plasmatica. Asi,
la inhibicion farmacologica de la via GMPc/PKG consiguié abolir los efectos
protectores del IPoC en corazones aislados de rata sometidos a 40 minutos de
isquemia global seguida de reperfusidn, efecto asociado a una aceleracion de
la recuperacion del pHi (Inserte et al., 2011a).

Por otro lado, es importante remarcar que el IPoC es capaz de activar
la via del GMPc/PKG de forma independiente de la activacion de Akt, y
dependiente de la reduccion del estrés oxidativo durante la reperfusion (Inserte
et al., 2013). Asi, en corazones aislados de rata se demostré que la atenuacién
de la produccion de Oz por el IPoC al inicio de la reperfusion, lograba limitar la
oxidacién de BH4, y por tanto reducia el desacoplamiento de eNOS,
incrementando asi la activacién de la via GMPc/PKG dependiente de NO (Fig.
6). Ademas, también se ha visto que el IPoC reduce la actividad de SERCA al
inicio de la reperfusion, debido a un retraso en la fosforilacion de
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phospholamban (PLB), efecto a su vez mediado por activacion de PKG e
inhibicién de PKA y de CaMKIl (Inserte et al., 2014). Este efecto contribuiria a
la proteccion por IPoC, favoreciendo la extrusion del calcio citosélico a través
del intercambiador Na*/Ca?* sarcolemal (Inserte et al., 2014).

(Rr]

'_ Figura 6. Mecanismo propuesto para la
s activacion de la via GMPc/PKG dependiente
o, de NO por el IPoC. El IPoC atenua la
( S y produccion de Oz generado al inicio de la
\ [ eNOS(BH,) +———— (BH,)eNOS reperfusion, reduciendo el estrés oxidativo y
- T el desacoplamiento de eNOS. NO, oéxido
N nitrico; ONOO-, peroxinitrito; Oz,
. ONOO- Fa superoxido;, eNOS, o6xido nitrico sintasa
T N GG endotelial; BH4, tetrahidrobiopterina; sGC,
| guanilil ciclasa solubre adenilato. Tomado

PKG de (Inserte et al., 2013).

Cardioproteccion

4.3 CONDICIONAMIENTO ISQUEMICO REMOTO

Tras la aparicion en escena del precondicionamiento isquémico,
Przyklenk y colaboradores describieron, en 1993, en un modelo de corazon in
situ canino, que la aplicacion de isquemias transitorias en el territorio de una
arteria coronaria, era capaz de reducir los efectos deletéreos de una isquemia
mas prolongada en un territorio remoto, irrigado por una arteria coronaria
distinta (Przyklenk et al., 1993). Se trataba, por tanto, de la primera descripcion
de una maniobra conocida como “precondicionamiento isquémico remoto”, en
este caso, intradrgano. Estudios posteriores permitieron confirmar que estas
isquemias transitorias podian aplicarse también a un organo distante, y
diferente al que se pretende proteger, con el hallazgo de que el tamafio del
infarto de miocardio podia ser reducido mediante la aplicacién de episodios
breves de isquemia-reperfusion en el rindn o a nivel intestinal, aplicados
inmediatamente antes de la isquemia miocardica (Gho et al., 1996; Hausenloy
and Yellon, 2008). Mas tarde se descubri6 que era posible aplicar esta
maniobra no sélo antes de la isquemia miocardica prolongada, sino también en
el momento de la reperfusion (Kerendi et al., 2005) (postcondicionamiento
isquémico remoto) o incluso durante la propia isquemia (percondicionamiento
isquémico remoto) (Schmidt et al., 2007). Independientemente del momento de
aplicacion, el hecho mas interesante desde el punto de vista clinico es que los
ciclos condicionantes pueden también aplicarse en una extremidad corporal,
mediante el inflado y desinflado de un manguito de presion (Andreka et al.,
2007). La eficacia del condicionamiento remoto reduciendo el tamafo del
infarto se ha demostrado en varias especies, incluyendo rata (Giricz et al.,
2014) o cerdo (Andreka et al., 2007).
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En general, el “condicionamiento isquémico remoto” (RIC) es una
maniobra no invasiva y facil de realizar en la clinica, y es segura, efectiva y
econdmica, lo cual la convierte en un firme candidato para su traslacién en
pacientes con SCAEST (Heusch et al., 2015). El protocolo estandar consiste en
3-4 ciclos de isquemia y reperfusién, de 5 minutos de duracién, aplicados en un
brazo o pierna. Sin embargo, el algoritmo mas efectivo aun no ha sido
identificado (Przyklenk, 2013; Heusch et al., 2015).

Desde el punto de vista clinico, el RIC, ejercido en un érgano o tejido
distante al cardiaco, podria resultar mas 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 hemodinamica con
capacidad para acceder al vaso coronario de forma percutanea, 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 aplicacién clinica del precondicionamiento isquémico
remoto (n=57), demostré una reduccion significativa en la liberacion de
troponina-T a 6, 12, 24, 48 y 72 horas de la intervencidén, en pacientes
sometidos a cirugia de bypass coronario (Hausenloy et al., 2007). Igualmente,
en un ensayo mas amplio (n=329), se observé una mejoria en los pacientes
que fueron intervenidos con esta misma cirugia (Thielmann et al., 2013). En
este caso, ademas de la reduccién en la liberacidén de troponina-I perioperativa,
también se hallé una reduccidon 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 afios desde la intervencion (Thielmann et
al., 2013). Ademas, el ensayo CRISP-Stent, con 192 pacientes sometidos a
ciclos de condicionamiento remoto antes de una angioplastia electiva, también
resulté en una marcada reduccién de la liberacién de troponina cardiaca, asi
como en una disminucion de eventos cardiacos adversos mayores a largo
plazo, 6 afos después de la intervencién (Davies et al., 2013). No obstante,
dos recientes meta-analisis (Hausenloy et al., 2015; Meybohm et al., 2015)
(n=1612 y n=1403, respectivamente) no parecen haber hallado mejoras en las
principales variables clinicas en pacientes sometidos a cirugias 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 realiz6 la maniobra de
RIC mediante el inflado y desinflado de un manguito de presion 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 mejor6 de forma significativa la cantidad de miocardio salvado,
determinado mediante SPECT a los 30 dias del evento isquémico, como por
tratarse de una técnica no invasiva, segura y poco costosa. El beneficio del RIC
persistid a largo plazo, con mejoria clinica en la variable compuesta de eventos
cardiacos y cerebrovasculares adversos (MACCE), a los 4 afios de la
intervencion (Sloth et al., 2014). Mas recientemente, y de la misma forma, en
otro estudio clinico en 197 pacientes con SCAEST, también se hall6 una
reduccion significativa del tamano del infarto, determinado mediante resonancia
magnética cardiaca a los 3-6 dias de la intervencién (White et al., 2015). La
maniobra del RIC también se inicié con anterioridad a la reperfusion y durante
la misma.

En cuanto al postcondicionamiento remoto, un ensayo (n=100) en
pacientes con SCAEST anterior, en el que se empled la maniobra RIC a la vez
que la reperfusion miocardica con angioplastia primaria, también consiguié
buenos resultados, reduciendo la liberacibn enzimatica asociada al infarto
(Crimi et al., 2013). Sin embargo, otro estudio realizado en 360 participantes
con angina estable o inestable, no encontré diferencias significativas en la
variable principal, la liberacion de troponina-T, tras el procedimiento (Lavi et al.,
2014). Se ha propuesto que la principal causa que explicaria este resultado
negativo en este ultimo estudio, seria el retraso excesivo en la aplicacién de la
maniobra de postcondicionamiento remoto, que se comenzé hasta 25 minutos
después de la intervencién coronaria percutanea (Lavi et al., 2014). Este hecho
podria asociarse con que la ventana para la cardioproteccion pudiera
encontrarse cerrada tras ese tiempo, lo que llevaria a plantear disefios de
ensayos clinicos optimizando el intervalo necesario para que aquella se
produzca (Fordyce et al., 2015).

4.3.1 Mecanismos de accion del RIC

Durante los ultimos afos se han propuesto, como minimo, dos teorias
distintas, que no son mutuamente excluyentes, para explicar la generacion de
la sefal cardioprotectora del RIC y su transporte desde el tejido remoto hasta el
corazén: por un lado la liberacién de factores humorales por parte del tejido
condicionado que son liberados al torrente sanguineo, y por otro la activacion
de fibras nerviosas sensoriales en el 6rgano periférico, que activan la
inervacion autonémica cardiaca a través del sistema nervioso central (Heusch,
2015). En cualquier caso, las cascadas mediadoras de la cardioproteccion que
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se ponen en marcha a nivel cardiaco son similares a las descritas para el
precondicionamiento isquémico (Sivaraman et al., 2015).

La posibilidad de que algun factor humoral, liberado por el tejido
condicionado, fuese responsable de la cardioproteccion por RIC, fue
inicialmente sugerida en estudios que demostraron que la administracion del
efluente coronario de un corazon precondicionado, era capaz de inducir
proteccion en otro 6érgano sometido a isquemia-reperfusién (Dickson et al.,
1999). Esta proteccién se mantiene incluso cuando ambos 6rganos son de
especies diferentes, como se pudo demostrar en un estudio en el que el
plasma sanguineo o su dializado, obtenido tras la aplicacion 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, si se han
propuesto varios candidatos. Mediante aproximaciones proteémicas aplicadas
sobre el plasma de voluntarios sanos sometidos a RIC (Hepponstall et al.,
2012), se han podido identificar diferencias en el nivel de expresion de
determinados péptidos. Por otro lado, unas de las moléculas mediadoras de la
proteccion del RIC podrian ser los nitritos, pues se ha visto que la
administracién de sulfanilamida (molécula secuestradora de nitritos) abolia los
efectos cardioprotectores del plasma de voluntarios sometidos a RIC, cuando
fue utilizada para perfundir corazones aislados de ratén en un ensayo de
Langendorff (Rassaf et al., 2014). Ademas, en ratones genéticamente
modificados deficientes para eNOS, también se perdia la proteccion inducida
por RIC (Rassaf et al., 2014). Otro posible mediador podria ser el microRNA-
144, ya que, mediante técnicas de microarray, se ha comprobado el aumento
de sus niveles en el miocardio de raton tras ser sometido a RIC, asi como su
descenso significativo provocado por el daio por isquemia-reperfusion (Li et al.,
2014a). Ademas, los efectos del RIC reduciendo el tamafio del infarto en
corazon aislado de ratdn fueron abolidos por la administracion del antagomir
especifico para microRNA-144 (Li et al., 2014a). La proteccion inducida por el
RIC podria deberse, asi mismo, a la liberacion de exosomas o vesiculas
extracelulares desde el tejido condicionado, que actuarian como
transportadores de las sefiales cardioprotectoras, bien sean estos microRNAs,
que quedarian asi protegidos de su degradacion por las RNAsas plasmaticas, o
bien otro tipo de mediadores (Giricz et al., 2014).

La participacién de vias nerviosas en la proteccion inducida por RIC se
basa en la hipotesis de que los ciclos breves de isquemia-reperfusiéon en un
organo periférico podrian activar un reflejo neural que protegiera al miocardio
contra una isquemia prolongada (Aimo et al., 2015). La transduccién de la
sefal desde el 6rgano remoto hasta el cardiaco implicaria al sistema somato-
sensorial, la médula espinal, y el sistema nervioso autonomo (Heusch et al.,
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2015). Asi, en protocolos in vivo llevados a cabo en conejo, sometidos a
isquemia-reperfusién miocardica, la administracion de un bloqueante nervioso
sensorial como el S-nitroso-N-acetilpenicilamina (Redington et al., 2012), o la
seccion del nervio femoral (Steensrud et al., 2010), nervio ciatico, vago o
meédula espinal (Donato et al., 2013), fueron capaces de abolir la proteccién
otorgada por la maniobra del RIC frente al tamafo del infarto. Asimismo, se ha
propuesto que la activacion del nervio vago, con la consiguiente liberacion de
acetilcolina, pondria en marcha una cascada endogena en los cardiomiocitos,
por accion sobre sus receptores muscarinicos, que resultaria en la estimulacion
de eNOS y por tanto en el incremento de GMPc (Donato et al., 2013). En
resumen, el daio local ocasionado por el RIC, activaria esta via neural a través
de la estimulacion de fibras aferentes sensoriales de la extremidad remota, que
mandaria una sefial hacia la médula espinal para activar tanto al nervio vago
como a eferentes simpaticos, para finalmente liberar sustancias
cardioprotectoras en el propio é6rgano diana (Heusch et al., 2015). Los
mecanismos humoral y nervioso podrian 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 neuropatia periférica
(Jensen et al., 2012).
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5 Dificultades en la traslacion de los tratamientos

cardioprotectores a pacientes con SCAEST vy posibles
soluciones

A la vista de los datos expuestos anteriormente sobre los ensayos
clinicos utilizados para reducir el dafio por reperfusién 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 habian depositado (Gerczuk and Kloner, 2012;
Vander Heide and Steenbergen, 2013). Las unicas excepciones, como ya se ha
descrito, parecen ser los tratamientos de cardioproteccion enddégena mediante
técnicas de condicionamiento isquémico, y algunas estrategias farmacoldgicas
como los B-bloqueantes o los tratamientos metabdlicos.

Diversas son las razones que pueden explicar el fallo mas o menos
generalizado en la translacibn a la practica clinica de los beneficios
encontrados en modelos experimentales. Entre ellas se incluyen algunas
dependientes de la propia fase preclinica, como la falta de robustez de los
beneficios explorados (Ibafiez et al., 2015; Hausenloy et al., 2016). Ademas, en
los estudios experimentales, los investigadores minimizan al maximo la
varianza de diversos factores con el objeto de centrar la atencion en los efectos
de un determinado tratamiento; esto es, se utilizan determinados modelos
animales bajo unos parametros 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 poblacién humana susceptible de ser tratada
es muy heterogénea. La dieta es distinta, pueden tomar medicacion para otras
enfermedades (provocando interferencias con los farmacos testados en los
ensayos) (Birnbaum et al.,, 2015; Hausenloy et al., 2016), e incluso se
desconoce el tiempo definido de la duracion de la isquemia (Vander Heide and
Steenbergen, 2013). Mas importantes aun 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
numero de variables reduce las posibilidades de encontrar significacion
estadistica ante los beneficios de un tratamiento, ya que sus efectos pueden
quedar enmascarados por la mencionada variabilidad (Vander Heide and
Steenbergen, 2013).

En general, seria util revisar y optimizar el enfoque clinico del
tratamiento cardioprotector. Hausenloy y colaboradores, proponen tres
premisas para ello (Hausenloy et al., 2016). En primer lugar, una seleccion mas

65



INTRODUCCION

rigurosa de la terapia, pues se ha visto que muchos ensayos clinicos podrian
haber fallado debido a que algunos de los datos experimentales son
insuficientes o inconsistentes, a la falta de pruebas previas en organismos
mayores, 0 a que los animales son frecuentemente jovenes, sin enfermedades
ni medicacion adicionales. En segundo lugar, una mejora en el disefio del
ensayo clinico, tanto en la seleccion de pacientes, como en la dosis y el tiempo
de la intervencion (con el fin de conseguir suficiente concentracién del
tratamiento en sangre durante los primeros minutos de la reperfusion). La
ultima proposicion es la del uso de terapias combinadas, como describiremos a
continuacion (Hausenloy et al., 2016).

Precisamente frente a este desafio, como hemos mencionado, una
posibilidad interesante para aumentar la eficacia de las maniobras
cardioprotectoras seria la de utilizar terapias combinadas. La razén que
fundamentaria la utilizacidon de este tipo de terapias frente a las intervenciones
simples, podria resumirse en tres premisas. En primer lugar, dos tratamientos
(0 mas de dos) podrian desarrollar efectos beneficiosos sinérgicos, en tanto en
cuanto los mecanismos de accidn responsables de dichos efectos ocurriesen
por activacién de vias independientes. En segundo lugar, serian utiles en los
casos en que las dosis maximas de cada procedimiento no pudieran ser
aplicadas (como por falta de tiempo para poder aplicar un protocolo de RIC
completo). Por ultimo, una terapia conjunta podria ser conveniente cuando las
comorbilidades o la medicacidén para otras enfermedades pudieran reducir la
eficacia de alguno de los tratamientos que forme parte de esa combinacion.

No obstante, a dia 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.
Asi, en el ensayo RIPOST-MI se evalud, en un total de 151 pacientes con
SCAEST, la eficacia del percondicionamiento remoto solo o en combinacién
con el postcondicionamiento local como tratamientos adjuntos a la angioplastia
primaria (Prunier et al., 2014). El tamafo del infarto, correlacionado con la
liberacion de creatina quinasa-MB a las 72 horas de la intervencion, fue menor
en todos los casos con respecto al control, pero la combinacion de ambas
estrategias no consigui® una mayor reduccién del infarto que el
percondicionamiento por separado (Prunier et al., 2014). Ademas, no se
constituy6é un grupo que exclusivamente recibiera postcondicionamiento, con lo
que no sabemos cual hubiese sido su efecto aisladamente. Otro caso es el
ensayo LIPSIA (n=696) (Eitel et al., 2015), en el que se observé un aumento
del indice de miocardio salvado en los pacientes con SCAEST tratados con la
combinacion de RIC y postcondicionamiento isquémico local junto a la
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angioplastia primaria. Sin embargo, el postcondicionamiento sélo no logro el
aumento del miocardio salvado (Eitel et al., 2015). lgualmente, no se constituyd
un grupo que exclusivamente recibiera RIC como adjunto a la terapia de la
angioplastia primaria. En el ambito experimental, otro estudio también combiné
ambas estrategias de condicionamiento (RIC y postcondicionamiento
isquémico local), sobre un modelo de isquemia-reperfusion in vivo en corazon
de rata (Sachdeva et al.,, 2014), pero en este caso, ni cada maniobra por
separado ni la combinacién de ambas, fueron capaces de reducir el tamafo del
infarto respecto al grupo control. Sin embargo, hay que destacar que todos
estos estudios podrian incumplir la primera premisa mencionada anteriormente,
ya que, como hemos comentado antes, los mecanismos de las estrategias
combinadas podrian ser similares.

Por otro lado, la combinacién de un tratamiento farmacologico junto con
otro que desencadene proteccion endégena (como es el caso del mencionado
condicionamiento), ha sido muy poco investigada hasta la fecha, y
generalmente sobre modelos animales. En un modelo de corazén aislado de
rata, antes de extraer el corazén se llevdo a cabo un pretratamiento
farmacolégico con fasudil, un inhibidor de la Rho quinasa, componente de una
via de sefalizacibn que desempefia un papel deletéreo en el dano por
isquemia-reperfusién miocardico (Li et al., 2014b), junto con un protocolo de
postcondicionamiento isquémico tras la isquemia-reperfusién global. Se
observdO que ambos tratamientos, de manera independiente, reducian el
tamafio del infarto significativamente y que, ademas, la combinacion de ambas
estrategias lograba una reduccion del infarto sinérgica, mas potente que cada
tratamiento por separado (Li et al., 2014b). En otro trabajo experimental, sobre
un modelo de isquemia-reperfusién en corazdén neonatal porcino, se investigd
la combinacion de precondicionamiento remoto y administracion de glucosa e
insulina antes de la isquemia (Schmidt et al., 2014b). Pese a que la
combinacion de ambas estrategias si logré reducir significativamente el tamaro
del infarto, el grupo unicamente precondicionado mostré6 una tendencia al
aumento del area necrotica 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 dafio por reperfusion,
de una estrategia terapéutica basada en la combinacion de dos tratamientos
con mecanismos de accion distintos: por un lado, los mecanismos de
cardioproteccion endoégena, como el RIC, que en principio dependen de la
activaciéon de cascadas citosolicas de cardioproteccién a nivel miocardico, y por
otro lado, los tratamientos con agentes moduladores del metabolismo
miocardico, como la administracidn de una solucion de GIK o el tratamiento con
agonistas de los receptores GLP-1, como la exenatida. La eleccion de estas
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dos estrategias se basa en sus efectos positivos sobre el tamafio del infarto en
estudios clinicos recientes (Botker et al., 2010; Selker et al., 2012; Lonborg et
al., 2012a), y en la relativa seguridad y sencillez de la aplicacion de ambos
tratamientos. Los efectos sobre el tamario del infarto de esta combinacion 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 combinacion.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

El tratamiento combinado mediante condicionamiento isquémico
remoto y agentes moduladores del metabolismo miocardico es capaz de
ejercer, debido a sus diferentes mecanismos de accion, efectos
cardioprotectores aditivos frente al dafno por reperfusion, 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 cardioproteccion obtenida mediante
condicionamiento isquémico remoto en un modelo de corazén porcino in situ
sometido a oclusién coronaria transitoria.

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

3. Analizar los mecanismos humorales que subyacen al efecto
protector del condicionamiento isquémico remoto, asi como su eficacia
cardioprotectora en un modelo de isquemia-reperfusion en corazén aislado de
una especie animal distinta.
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1 Efectos del tratamiento con RIC, GIK y exenatida, solos o

en combinacion, sobre el dafno por isquemia-reperfusién en un
modelo de corazén porcino in situ

1.1 ANIMALES E INSTRUMENTACION

El presente estudio se ajusta a la normativa nacional y europea sobre
proteccion de los animales utilizados para fines cientificos (Directiva
2010/63/EU del Parlamento Europeo). El proyecto fue aprobado por el Comité
Etico del Institut de Recerca Vall d’Hebron de Barcelona (nimeros de
referencia: 53/11 CEEA y 13/15 CEEA).

En este estudio se utilizaron 46 cerdos macho de granja, de raza
hibrida (Sus scrofa domestica Lineo, 1758), con un peso medio de 25-30 Kg, y
que habian estado en ayunas durante las 12 horas previas a la cirugia. Los
animales fueron premedicados con tiletamina-zolazepam (4-6 mg/Kg, IM) vy
xilacina (1-2 mg/Kg, IM), anestesiados con propofol-lipuro 1% (1.5-2.5 mg/Kg,
IV, seguido de una infusion continua de 11 mg/Kg/h) y con fentanilo (5 ug/Kg,
IV, seguido de una infusibn continua de 3-6 ug/Kg/h), e intubados,
manteniéndose la respiracion pulmonar mediante un sistema ventilador Puritan
Bennett 7200 (Puritan Bennett Corporation, Carlsbad, California, Estados
Unidos) con una concentracion de oxigeno de aproximadamente un 40%. La
arteria y vena femoral izquierda fueron canuladas para obtener la presion
aortica (AP) y para recoger muestras de sangre, respectivamente. La arteria
femoral derecha fue disecada y rodeada con un lazo de goma elastica, que se
utilizé para realizar la maniobra de condicionamiento isquémico remoto. A
continuacion se procedio a exponer el corazon, mediante esternotomia media y
apertura del pericardio, que se suturd a los bordes de la esternotomia para asi
mejorar el acceso al érgano. 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 elastica.
Este punto de diseccion se utilizd para realizar la oclusion de la arteria
coronaria mediante ligadura (Fig. 7-E), mientras que un segundo punto de
diseccioén, localizado un centimetro distal al primero, se utiliz6 para medir el
flujo sanguineo coronario (Fig. 7-D) (Rodriguez-Sinovas et al., 2009).

Los gases arteriales fueron monitorizados durante todo el
procedimiento experimental, y mantenidos dentro de los limites normales. Se
registro, de forma continua, en wun ordenador, la derivacion Il del
electrocardiograma (ECG) para monitorizar la frecuencia cardiaca y la
presencia de arritmias ventriculares. En el caso de que estas fuesen malignas
(fibrilacién ventricular o taquicardia ventricular sostenida que comprometiese
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los parametros hemodinamicos del animal), se revirtieron mediante
desfibrilacion interna a 30 Julios. Las pérdidas de liquidos se compensaron
mediante administracion intravenosa de suero fisiolégico (10 ml/kg/h). Al final
de los experimentos, los animales fueron sacrificados con una sobredosis de
pentotal sédico (100 mg/Kg, V).

1.2 REGISTRO DE PRESIONES AORTICA Y VENTRICULAR

La presion aodrtica se registrdé mediante un catéter relleno de suero
fisiolégico, conectado, por un extremo a la canula introducida en la arteria
femoral izquierda, y por el otro, a un transductor de presion (Coulbourn
Instruments, Lehigh Valley, Estados Unidos). La presion del ventriculo
izquierdo (PVI) y su derivada (dP/dt VI) fueron determinadas utilizando un
transductor de presion Millar SPR-350 Mikro-Tip (Millar Instruments, Inc, Texas,
Estados Unidos) colocado, por puncion desde el apex cardiaco, en el interior
del ventriculo izquierdo (Fig. 7-C) (Rodriguez-Sinovas et al., 2009).

1.3. DETERMINACION DEL FLUJO SANGUINEO CORONARIO

Para la medida del flujo sanguineo se utilizé6 un medidor de flujo por
ultrasonidos (Transonic System Inc, modelo T206, New York, Estados Unidos),
situado alrededor de la DA en el punto de diseccion distal (Fig. 7-D).

Figura 7. Imagen de un corazdén porcino tras la apertura del pericardio y su
instrumentacion. A, Par de cristales en la zona control del miocardio. B, Par de
cristales en el area en riesgo del miocardio. C, Transductor de presién Millar en el
apex. D, Punto de diseccion de la coronaria DA con un medidor de flujo sanguineo.
E, Punto de diseccion de la coronaria DA para realizar la oclusién mediante
ligadura.
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1.4 FUNCION REGIONAL DEL VENTRICULO IZQUIERDO

La contractilidad regional del miocardio se determiné utilizando dos
pares de cristales piezoeléctricos hemisféricos (1 mm de diametro) de
poliestireno insertados, por puncion, 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 ventriculo izquierdo. Uno
de los pares fue implantado en el miocardio susceptible de quedar en isquemia
(area en riesgo) (Fig. 7-B), mientras que el otro par se colocé en una zona
control del ventriculo izquierdo (Fig. 7-A).

La longitud telesistolica (LTS) y la longitud telediastolica (LTD) fueron
identificadas en los registros, y la fraccidon de acortamiento sistélica (AS) fue
calculada a partir de la ecuacion AS = (LTD-LTS)/LTD. Las medidas
telediastdlicas fueron tomadas en el punto en que la dP/dt positiva comenzaba
su ascenso, mientras las dimensiones telesistolicas se tomaron 20 ms antes
del punto mas bajo de la dP/dt negativa (Fig. 8).
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Figura 8. Registros representativos, tomados en situacion basal en el modelo
porcino, de la presion del VI (PVI), su derivada (dP/dt VI) y de la contractilidad
regional en la zona control (Cristal C) y en el area en riesgo (Cristal Isq), y
mostrando el método utilizado para determinar la longitud telediastélica (C-1 y D-1)
y telesistélica (C-2 y D-2) en estos ultimos, utilizando para ello la dP/dt VI.
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1.5 PROTOCOLOS EXPERIMENTALES

Todas las sefales (ECG, presiones, flujo coronario y contractilidad
regional) fueron amplificadas y registradas en un ordenador mediante el
interfaz ML119 PowerlLab, conectado al programa Chart 5.0 (ADInstruments,
Castle Hill, Australia). Para evaluar los efectos de los tratamientos sobre el
dafio por isquemia-reperfusion, 46 animales fueron sometidos a 40 minutos de
oclusion de la arteria coronaria DA, seguidos de 2 horas de reperfusion (n=7-
10/grupo) (Fig. 9).

La concentracidon de glucosa en sangre fue medida en todos los
animales, antes de la isquemia y a los 5 minutos de reperfusioén, utilizando un
kit de diagndstico disponible comercialmente (Glucocard G* meter, Arkray
Factory, Shiga, Japon). La de insulina se determind en muestras de plasma
tomadas a los 5 minutos de reperfusion, 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
centrifugacion de la sangre completa a 750g, durante 15 minutos. Los animales
fueron asignados a uno de los siguientes 6 grupos:

Isquemia-reperfusion control (n=10)

Los animales recibieron una infusion 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 realizd
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
reperfusion, comenzando simultineamente con la ligadura de la arteria
coronaria DA (Fig. 9-B). Para ello se uso la goma elastica localizada rodeando
la arteria femoral derecha.

Glucosa-Insulina-Potasio (GIK) (n=7)

Este grupo recibié una solucion intravenosa que contenia glucosa 30%,
insulina 50 U/L (Actrapid, Novodisk A/S, Bagsvaerd, Dinamarca) y KCI 80 mEq,
a razén de 1.5 mL/Kg/h, comenzando su infusién 30 minutos antes del inicio de
la reperfusion, y continuandose durante toda la duracion de la misma (Fig. 9-C),
tal y como se describid en el ensayo clinico IMMEDIATE (Selker et al., 2012).

Exenatida (n=8)

Los cerdos recibieron una infusidn intravenosa continua de exenatida
(Byetta 10, Bristol-Myers Squibb/AstraZeneca EEIG, Middlesex, Reino Unido)
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(10 nug en 100 mL de suero salino 0.9%), que fue suministrada a partir de los
ultimos 15 minutos de isquemia a razén de 72 mL/h (0.12 ug/min) y reducida a
26 mL/h (0.043 ug/min) durante todo el periodo de reperfusiéon (Fig. 9-D), tal y
como se describio previamente en pacientes (Lonborg et al., 2012a; Lonborg et
al., 2012b).

RIC+GIK (n=7)

La solucion de GIK fue administrada simultdneamente con la
realizacion de la maniobra de RIC en la arteria femoral derecha, utilizando los
protocolos previamente descritos (Fig. 9-E).

RIC+Exenatida (n=7)

Se combiné el tratamiento con exenatida y RIC utilizando igualmente
los protocolos descritos con anterioridad (Fig. 9-F).
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Figura 9. Protocolos experimentales. A, Grupo control. B, percondicionamiento isquémico
remoto (RIC) en arteria femoral. C, administraciéon de Glucosa-Insulina-Potasio. D,
administracion de Exenatida. E, administracion combinada de RIC y GIK. F, administracion
combinada de Exenatida y RIC.
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1.6 ANALISIS DE LA INCIDENCIA DE ARRITMIAS
VENTRICULARES MALIGNAS

Los registros electrocardiograficos fueron examinados para determinar
la incidencia de taquicardia ventricular (TV), TV sostenida vy fibrilacion
ventricular (FV), tanto durante la isquemia como durante la reperfusion.

La TV se defini6 en el ECG como 4 o mas latidos prematuros
consecutivos de origen ventricular, a una frecuencia mayor de 100 latidos por
minuto, y duracion del QRS ancho, mayor de 120 ms. Se consideré TV
sostenida a aquella cuya duracion fuese superior a 30 segundos. La FV se
defini6 como una actividad eléctrica caotica, desorganizada e irregular en
morfologia, y sin ondas del ECG claramente diferenciables. En los tres casos,
las arritmias malignas se asociaron con un descenso marcado en la presion
aortica y en la presion del ventriculo izquierdo.

1.7 DETERMINACION DEL AREA EN RIESGO Y DEL TAMANO DEL
INFARTO

Al final del periodo de dos horas de reperfusion, la arteria coronaria DA
fue reocluida y se inyectaron, de forma intravenosa, 10 mL de fluoresceina
sodica al 10% (Laboratoires THEA, Clermont-Ferrand, Francia). El corazén fue
rapidamente extraido, enfriado a 4°C, y cortado en seis secciones
transversales (1-1.5 cm de grosor), perpendiculares al eje largo del corazon.
Inmediatamente, las secciones fueron pesadas en una balanza de precision
(Precisa 180A, Zurich, Suiza) y fotografiadas con una camara digital y una
escala de referencia, bajo luz ultravioleta, para delinear el area en riesgo. Las
secciones fueron entonces incubadas (37°C, pH 7.4) en una solucion de cloruro
de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC) al 1% durante 15 minutos y fotografiadas de
nuevo, esta vez bajo luz blanca. La tincién con TTC adopta, en tejido viable, un
color rojo debido a su reduccion mediante una reaccién dependiente de NADH,
unicamente presente en células que hayan conservado su sarcolema. Por el
contrario, las zonas necréticas, cuyas células presentan rotura del sarcolema,
presentan una coloracién blanca, al haberse perdido el contenido citosélico de
NADH. El tamafio de la zona en riesgo y del area necrotica fue determinado a
través de las imagenes digitales obtenidas utilizando el programa /Image-Pro
Plus (Media Cybernetics, Estados Unidos). La masa de miocardio en riesgo y el
tamano del infarto se calcularon a partir de estas mediciones, teniendo en
cuenta el peso fresco de cada una de las secciones del 6rgano cardiaco.

1.8 ESTADISTICA

Los datos se han expresado como mediatSEM (SEM, error estandar
de la media). La presencia de diferencias, entre los distintos grupos, en las
concentraciones de insulina, de la temperatura, del tamafio del area en riesgo y
del tamafo del infarto se determiné mediante analisis de varianza (ANOVA) y el
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post-test de Tukey, y mediante ANOVA jerarquizado. En este ultimo caso, el
nivel superior fue el numero 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 analisis de las arritmias se realizd mediante el test no
paramétrico de Kruskal Wallis, junto con un ANOVA jerarquizado. Las
diferencias entre los distintos grupos en la evolucion a lo largo del tiempo de la
concentracion de glucosa, la fraccion de acortamiento sistdlica (AS), la
frecuencia cardiaca o las variables hemodinamicas 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 proteccién por RIC, GIK o

exenatida, y por la terapia combinada, sobre el dano por
isquemia-reperfusion

2.1 ANIMALES E INSTRUMENTACION

En esta fase se utilizaron 24 cerdos machos, de raza hibrida, con
caracteristicas de peso y ayuno semejantes a las descritas en el punto anterior.
La premedicacion, 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 cardioproteccion, los 24 cerdos
incluidos en esta fase fueron sometidos a 40 minutos de oclusion de la arteria
coronaria DA seguidos de 5 minutos de reperfusién (n=4/grupo). Se recogieron
muestras de tejido miocardico tanto de la zona control como del area en riesgo.
Estas muestras fueron procesadas para un posterior analisis metabolomico y
de la respiracion mitocondrial, y establecimiento del grado de activacion de las
vias RISK, SAFE y GMPc/PKG mediante western blot, en los diferentes grupos
experimentales.

La concentracion de glucosa en sangre se midié en todos los animales
antes de la isquemia y a los 5 minutos de reperfusion, 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 reperfusion, 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 ANALISIS DEL METABOLISMO MIOCARDICO

Los metabolitos cardiacos de las biopsias tisulares fueron extraidos
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
afadié 3 mL de metanol:cloroformo en una proporcion 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 centrifugacion a 1200 g durante 5 minutos, a
temperatura ambiente, la fase superior (metanol y agua) fue separada de la
fase inferior (organica). Con la fase intermedia resultante se repitid el proceso
de extraccidn, y tanto la fraccién organica como la acuosa fueron agrupadas
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con las obtenidas inicialmente. La fase acuosa fue liofilizada y almacenada a -
20°C hasta su analisis mediante espectroscopia de RMN.

Los extractos liofilizados provenientes de la fase acuosa fueron
disueltos en 600 pL de dioxido de deuterio (#151882, Sigma-Aldrich, Steinheim,
Alemania) conteniendo 1 mmol/L de TSP (acido 3-(Trimetilsilil) tetradeuterio-
propionico) (#178837, Sigma-Aldrich), utilizado como un estandar interno de
concentracion y de desplazamiento quimico. A continuacion se obtuvieron
espectros de resonancia magnética nuclear de proton (*H-RMN) en un
espectrometro Bruker Advance 400 (Bruker, Karlsruhe, Alemania), conectado a
un iman vertical de 9.4 T de campo magnético (Barba et al., 2007).

Cada espectro consistio en la acumulacion de 64 escaneados
utilizando una secuencia de pulso y adquisicibn completamente relajada, con
presaturacion de la sefal 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, 'H-'H TOCSY y 'H-3C HSQC, para facilitar la asignacion de
los picos detectados a compuestos quimicos concretos (Tabla 1). Los
espectros fueron procesados utilizando el programa XWINNMR (Bruker), se
sometieron a la transformacion de Fourier y sus fases fueron corregidas
manualmente.

La determinacién quimica de los compuestos contenidos en las
muestras, asi como la concentracién de los mismos, se realizd gracias a bases
de datos previamente publicadas y anexionadas al programa Chenomx
(Chenomx Inc, Canada), el cual facilitd la asignacion de los picos de los
espectros con los metabolitos correspondientes.

Secuencia Pulso-Adquisicién NOESY TOCSY 'H-3C HSQC
Numero de 32 128 256256 256256
repeticiones
Tiempo  entre 95s 55s
pulsos
Resolucién 64 k 32k 2k 1k
de los
espectros
Multiplicacion 0.5 0.3
exponencial
Tiempo total 6 min 12 min 12h 1d 5h
Tiempo de
mezcla NOE 0.1s 0.1s

Tabla 1. Parametros de los protocolos utilizados en los analisis de RMN sobre los extractos

de miocardio.
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2.4 ESTUDIO DEL GRADO DE ACTIVACION DE VIiAS DE
SENALIZACION CITOSOLICAS CARDIOPROTECTORAS

Para investigar si la cardioproteccion observada en el subestudio previo
era debida a la activacion de algunas cascadas citosolicas que diversos
autores han relacionado con la presencia de cardioproteccién, como las vias
RISK, SAFE o GMPc/PKG, analizamos el grado de fosforilacion y la expresion
total de diversas proteinas involucradas en las mismas.

El grado de activacion de la via RISK en los distintos grupos
experimentales se analizé, mediante western blot convencional (Sanchez et al.,
2013), en fracciones totales obtenidas a partir del miocardio de la zona control
y del area en riesgo, determinando el estado de fosforilacion de Akt, ERK1/2 y
GSK3p. Para estudiar el grado de activacion de la via SAFE, se analizé el
estado de fosforilacion de STAT3. Adicionalmente, también se determino la
activacién de p38 MAPK, AMPKa, y la expresiéon de Cx43. En todos los casos,
se calculd la relacion entre las formas fosforiladas y las totales. Como controles
de carga se utilizaron la expresion de la succinato-ubiquinol oxidoreductasa
(OxPhos Complex Il) o de GAPDH. Las muestras miocardicas obtenidas fueron
rapidamente congeladas con nitrégeno liquido para minimizar la degradacion
de proteinas, y fueron homogeneizadas con un politrén (Diax 600 homogenizer,
Heidolph, Alemania) en un 1 ml de tampéon de homogeneizacién frio (en
mmol/L: Tris-HCI 20, NaCl 140, EDTA 0.8 (pH 7.8), NaF 1, NasVOs 1, y un
céctel de inhibidores de proteasas 1% (Protease Inhibitor Cocktail, Sigma-
Aldrich). Los extractos totales cardiacos se obtuvieron a partir del sobrenadante
tras una centrifugacion a 750 g durante 10 minutos (4°C). La concentracion de
proteinas de las fracciones totales asi obtenidas se determind mediante el
método de Bradford (Sanchez et al., 2013).

Las proteinas de las fracciones totales se separaron en condiciones
desnaturalizantes por su peso molecular mediante electroforesis SDS-PAGE.
El gel concentrador se prepar6 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 Ill (Bio-Rad, Estados Unidos) sumergidos en tampén de
electroforesis (Tris 25mM, glicina 192mM, SDS 0.1%, pH 8.3). Las muestras se
mezclaron con laemmli 2X (Bio-Rad, Estados Unidos), calentandose a 95°C
durante 5 minutos, para a continuacién cargar la misma cantidad de proteina
(entre 20 y 30 ug) para cada muestra en cada pocillo. Junto a las muestras, en
pocillos adicionales, se cargé un marcador de peso molecular (Precision Plus
Protein Standards Dual Color, Bio-Rad, Estados Unidos). Tras la carga, se
aplicd a los geles una corriente de intensidad constante (20 mA por gel),
suministrada por una fuente de alimentacion (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) sali6 del gel (tras 2 horas, aproximadamente).

Las proteinas de los geles fueron transferidas a membranas de
nitrocelulosa (Hybond ECL, Amersham Biosciences, Suecia) mediante
transferencia humeda. La transferencia se realizé a 100 V durante 1 hora, con
el tampon de transferencia (metanol 20%, Tris base 25 mM, glicina 20 mM),
mantenido a 4°C. Para confirmar una carga de proteina similar en todos los
carriles, las membranas se tifieron con rojo de Ponceau. A continuacion 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 proteinas
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
rabano (disuelto en phosphoblocker o leche 5%). Tras el lavado de las
membranas, la expresion de las distintas proteinas se detectd mediante
quimioluminiscencia usando Super Signal West Dura Extended Duration
(Pierce, Estados Unidos) como sustrato de la peroxidasa, y registrando la
quimioluminiscencia con la camara CCD LAS-3000 (Fujifilm, Japén). La
densidad optica de las bandas se cuantifico utilizando un programa de analisis
de imagen (Image Gauge, Fujifilm, Japon).

Ademas de las vias RISK y SAFE, el papel desempefiado por la via del
GMPc/PKG también se investigd mediante analisis por western blot del grado
de fosforilacion de eNOS, tal y como se ha descrito previamente (Inserte et al.,
2013). En este caso, las muestras fueron homogeneizadas en tampodn
conteniendo (en mmol/L) Tris-HCI 50, NaCl 150, EDTA 10, DTT 1, NaF 10,
NasVOas 2, Triton X-100 1%, y un coctel de inhibidores de proteasas 1%
(pH7.3), y fueron centrifugadas a 15000 g durante 15 minutos. Los extractos de
proteina fueron separados mediante electroforesis, como se ha descrito
anteriormente, en geles de poliacrilamida al 7.5 — 12 %. La determinacion de la
relacion dimero:mondmero de eNOS se realiz6 mediante una electroforesis a
baja temperatura. Estas muestras se utilizaron, asi mismo, para determinar la
formacién de nitrotirosina.

2.4.1 Anticuerpos

Para evaluar el grado de fosforilaciéon de las proteinas analizadas se
utilizaron los siguientes anticuerpos: anti-p-Akt (Ser473), anti-p-ERK1/2
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(Thr202/Tyr204), anti-p-GSK3pB (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 (dilucion 1:500), y
#9571 (dilucion 1:1000), respectivamente), y anti-p-AMPKa1 (Thr183) + anti-p-
AMPKo2 (Thr172) (abcam, Reino Unido, referencia ab133448, dilucion 1:1000).
Por otro lado, para valorar la expresién total de dichas proteinas se utilizaron
los anticuerpos anti-Akt, anti-ERK1/2, anti-GSK3p, anti-STAT3, anti-p38 MAPK,
anti-AMPKa. (Cell signaling, Estados Unidos, referencias #9272, #4695, #9315,
#9132, #8690 y #5832, respectivamente, dilucion 1:1000), y anti-eNOS (BD
Transduction Laboratory, Estados Unidos, referencia #610296, dilucion
1:1500). La formacion de nitrotirosina fue analizada utilizando un anticuerpo
anti-nitrotirosina (Millipore, Estados Unidos, referencia #06-284, dilucion
1:1000). Finalmente, la expresién de Cx43 y de sus diferentes grados de
fosforilacién se analizé usando el anticuerpo C6219 (Sigma-Aldrich, dilucidon
1:8000, formas totales de la proteina). Como control de carga se utilizd anti-
succinato-ubiquinol oxidoreductasa humana (Ox-Phos Complex IlI, Molecular
Probes, Eugene, OR, Estados Unidos, dilucién 1:2500) para todos los casos
excepto para el control de carga de Cx43, en cuyo caso se empled anti-GAPDH
(GeneTex, Irvine, Estados Unidos, referencia GTX627408, dilucion 1:1000). El
anticuerpo secundario que fue utilizado para todos los primarios fue anti-rabbit
(#31460, Pierce, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos, dilucion 1:50000),
excepto para p-eNOS y Ox-Phos Complex Il, en cuyo caso se utilizd el
anticuerpo secundario anti-mouse (#1858413, Pierce, dilucion 1:1000).

2.5 ANALISIS DE LA RESPIRACION MITOCONDRIAL

Puesto que la inhibicion de la respiracion mitocondrial puede limitar el
dafio por isquemia-reperfusion (Valls-Lacalle et al., 2016), decidimos analizar la
funcion mitocondrial en muestras obtenidas de los distintos protocolos
experimentales, con el objeto de averiguar si existian cambios en la misma que
pudiesen explicar la proteccién observada.

Para ello se aislaron mitocondrias a partir de muestras de tejido
miocardico que habian sido extraidas, rapidamente, a los 5 minutos de
reperfusion. Se tomaron muestras tanto de miocardio control como del
procedente del area en riesgo, que fueron sumergidas en tampdén A de
aislamiento (en mmol/L: sacarosa 290, MOPS 5, pH 7.4, EGTA 2,
suplementado con albumina 0.1 %), en frio. 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 asi obtenidos se consideraron como la fraccion
enriquecida en mitocondrias. El contenido en proteina mitocondrial fue
cuantificado mediante un ensayo de Bradford.
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El consumo de oxigeno se establecid, a temperatura ambiente,
mediante un oximetro, utilizando un electrodo de oxigeno tipo Clark
(Hansatech, Norfolk, Reino Unido). Las mitocondrias se colocaron en la camara
del electrodo de oxigeno, con tampdn de respiracion (en mmol/L: KCI 100,
MOPS 5, pH 7.4, EGTA 2, KH2PO4 5, MgCl2 1, con albumina 0.1 %). El
consumo de oxigeno se monitorizd tras la adicion de sustratos de respiracion
mitocondrial (en mmol/L: malato 2, glutamato 5, y ADP 1), y las tasas de
consumo de oxigeno se normalizaron respecto a la actividad de la citrato
sintasa, determinada mediante colorimetria (Matsuoka and Srere, 1973; Ruiz-
Meana et al., 2014).

2.6 ESTADISTICA

Los datos se han expresado como mediatSEM (SEM, error estandar
de la media). Las diferencias en las variables referentes a los mecanismos
analizados se evaluaron mediante ANOVA de una via, mientras que los
predictores de la actividad mitocondrial y de los datos de western blot fueron
determinados mediante analisis de regresion 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 analisis no supervisados (PCA, Analisis de Componentes Principales), y
supervisados (OPLS-DA, Proyecciones Ortogonales a las Estructuras Latentes
— Analisis Discriminante).
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3 Estudio de los mecanismos humorales implicados en la
proteccién por condicionamiento isquémico remoto

3.1 PROTOCOLO DE RIC EN MODELO PORCINO

Para analizar los mecanismos humorales involucrados en la proteccién
por RIC se utilizaron seis cerdos macho de granja, de raza hibrida (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 recuperacion
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 infusiéon continua de 11 mg/Kg/h) y con fentanilo (5 ug/Kg, IV, seguido
de una infusion continua de 3-6 ug/Kg/h), y ventilados mecanicamente con un
sistema ventilador Puritan Bennett 7200 (Puritan Bennett Corporation,
Carlsbad, California, Estados Unidos) con una concentracion de oxigeno de
aproximadamente un 40%. En las dos operaciones se disecé una de las
arterias femorales, rodeandola con un lazo de goma elastica. Esta goma se
utilizé, 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 recoleccion de muestras de sangre.

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

En ambas intervenciones se obtuvieron muestras de sangre (60 mL por
extraccion) de los animales en estado basal, que fueron extraidas a través de
la vena femoral canulada, y recogidas en tubos con heparina (10 Ul/mL sangre)
en frio. Posteriormente, los cerdos fueron sometidos a 4 ciclos de 5 minutos de
isquemia de la extremidad posterior seleccionada seguidos de 5 minutos de
reperfusion. Durante los dos ultimos minutos de reperfusion del ultimo ciclo del
RIC, una segunda muestra de sangre (Post-RIC) volvio a tomarse por cada
animal e intervencion (Fig. 10-A).

Al finalizar la primera cirugia, los cerdos fueron extubados y tratados
con antibioticos (cefazolina (1 g, IV) y amoxicilina - acico clavulanico (150 mg/
10 Kg, IM), antiinflamatorios (meloxicam, 0.2 mg/Kg, IM) y analgésicos
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(buprenorfina, 0.05 mg/Kg, 1V), volviendo al estabulario para su recuperacion.
Tras la segunda vy ultima intervencién, al término del procedimiento
experimental, los animales fueron sacrificados con una sobredosis de pentotal
sédico (100 mg/Kg, IV).

3.2 OBTENCION DE DIALIZADOS PLASMATICOS

Las muestras de sangre basal y post-RIC recogidas en tubos con
heparina (10 Ul/mL de sangre), fueron centrifugadas (15 minutos, 1800 g), a
baja temperatura (4 °C). La fase superior resultante, que contenia el plasma
sanguineo, fue separada. A continuacion se llevé a cabo una didlisis estatica
del plasma. Este fue introducido en membranas semipermeables de didlisis,
con un rango de separacion 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 solucion de Krebs (en mmol/L: NaCl 118,
KCl 4.7, MgSO4 1.2, CaCl2 1.8, KH2PO4 1.2) manteniéndose en agitacion
durante 12 horas a 4°C. Tras este periodo se recogié la solucion de Krebs
conteniendo los dializados plasmaticos, obtenidos gracias al fendmeno de
o6smosis por gradiente de concentracion. Los dializados fueron conservados a
-80°C para preservarlos hasta el dia de su utilizacién (Fig.10-B).

3.3 ANALISIS DEL DIALIZADO PLASMATICO MEDIANTE "H-RMN

Para confirmar el éxito del proceso de didlisis y para estudiar la
composicion quimica de los dializados plasmaticos en las muestras obtenidas
antes y después de la maniobra de RIC, estos se analizaron mediante
resonancia magnética nuclear. Para ello, se parti6 de 1 mL de cada dializado
plasmatico porcino (n=12/grupo), tanto de muestra basal como post-RIC.
Inicialmente, los dializados fueron liofilizados, y posteriormente, resuspendidos
en 600 uL de dioxido de deuterio (Sigma-Aldrich), conteniendo 1 mmol/L de
TSP (Sigma-Aldrich) como estandar interno de concentracion y de
desplazamiento quimico. Los espectros de resonancia magnética nuclear de
proton (H-RMN) de las muestras fueron adquiridos mediante el espectrometro
Bruker Advance 400 (Bruker, Karlsruhe, Alemania), conectado a un iman
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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Figura 10. Protocolos experimentales sobre modelo porcino y murino. A, Extraccién de sangre
basal y Post-RIC en cerdo. B, Obtencion de dializado plasmatico. C1, Pretratamiento con
dializados en corazoén aislado de ratén. C2, Postratamiento con dializados en corazoén aislado
de ratén.

3.4 MODELO DE CONDICIONAMIENTO REMOTO EN CORAZON
AISLADO DE RATON UTILIZANDO DIALIZADOS PLASMATICOS
PORCINOS

Un total de 74 ratones machos (Mus musculus, Linneo 1758) de la
cepa C57BL/6J (Charles-River, Barcelona, Espafia) 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 dia del
experimento.

91



MATERIALES Y METODOS

Los ratones fueron anestesiados con pentobarbital sédico (1 g/Kg, IP),
y sometidos a toracotomia bilateral. Los corazones enteros fueron extraidos
rapidamente y colocados en suero frio. A continuacién fueron perfundidos, de
forma retrograda a través de la aorta en un sistema Langendorff (Fig. 11), y a la
mayor brevedad posible (menos de 3-4 minutos), con una solucién de Krebs
oxigenada (95% 02:5% COz2), a 37 °C (en mmol/L: NaCl 118, KCI 4.7, MgSOa4
1.2, CaCl2 1.8, NaHCOs 25, KH2PO4 1.2, glucosa 11, pH 7.4) a un flujo
constante (alrededor de 3.5 ml/min). El flujo de la solucidn se ajusté para
producir una presiéon de perfusion (PP) de 80-90 mmHg en condiciones
normoxicas (Sanchez et al., 2013). Dicha presion se monitorizé con un catéter
relleno de agua conectado a un transductor de presion y colocado como una
via lateral en el punto de entrada de la solucién de Krebs al corazén.

Figura 1. Sistema de
Langendorff para  corazones
aislados y perfundidos de ratén.
En la imagen se muestran dos
corazones canulados a través de
la aorta, junto con el balén
situado en el interior del
ventriculo izquierdo. A, canula de
perfusién. B, canula con el balén
de latex, registrando presion
ventricular. C, corazon de raton.

Un balén de latex relleno de agua fue colocado en el interior del
ventriculo izquierdo, a fin de monitorizar la presion ventricular (PVI). El balén
fue inflado hasta obtener una presion telediastdlica de entre 6-8 mmHg. La
presion desarrollada del ventriculo izquierdo (PdesVI) se calculé como la
diferencia entre el pico sistdlico y la presién telediastélica. Tanto la PP como la
PVI fueron monitorizadas mediante catéteres y transductores de presién
rellenos de agua (MLT0699 Disposable BP Transducers, ADInstruments,
Australia). Las sefales 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
analisis.

Todos los corazones fueron sometidos, tras 15 minutos de
estabilizacién, a isquemia global de 35 minutos, seguida de reperfusion de 60

minutos. Durante la isquemia, los corazones fueron sumergidos en una
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solucion de Krebs hipdxica, a 37°C (en mmol/L: NaCl 118, KCI 4.7, MgSOa4 1.2,
CaClz2 1.8, NaHCOs 25, KH2PO4 1.2, sacarosa 11, pH 7.4), burbujeada con
95% N2:5% CO2. Ademas de los datos funcionales, se evalud la muerte celular
del miocardio mediante liberacién de lactato deshidrogenasa (LDH) durante el
periodo de reperfusion, asi como determinando el tamano del infarto.

3.4.1 Liberacion de lactato deshidrogenasa (LDH)

La liberacién de LDH es un indicador altamente correlacionado con la
tasa de muerte celular. La LDH es un enzima citosélico que sélo 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 determinacién
de la liberacién de LDH se basa en la siguiente reaccion:

Para determinar su concentracion, se recogieron muestras del efluente
coronario a diferentes tiempos durante la reperfusion, a fin de medir su
actividad enzimatica mediante espectrofotometria. El ensayo se realizd
diluyendo 1:10 la muestra del efluente en tampoén fosfato (en mM:
K2HPO4*3H20 61.4, KH2PO4 58.6, pH 7.4) a 37°C, en presencia de NADH 310
uM y de piruvato sddico 1mM. La caida en la absorbancia fue medida en un
espectrofotometro (Multiskan FC, Thermo Scientific, Estados Unidos) a 320 nm,
durante 5 minutos. Se calculd la concentracién catalitica utilizando el
coeficiente de absortividad molar del NADH, y los valores fueron normalizados
en funcion del tiempo (segun el flujo) y del peso seco (medido tras 24 horas de
deshidratacion del organo a 100°C).

3.4.2 Cuantificacion del tamaio del infarto

Al final de la reperfusién, los corazones fueron congelados a -4°C, y
posteriormente cortados en secciones transversales de 1-1.5 mm de grosor.
Las secciones fueron tefiidas con TTC tal y como se indica en el apartado 1.5
de “Materiales y Métodos”, y fueron pesadas y fotografiadas usando una
camara digital. Una salvedad respecto al modelo porcino explicado en el
apartado 1 es que, en este caso, al tratarse de una isquemia global, el tamafo
del area en riesgo corresponde con el del area total de la seccion, lo cual hace
innecesaria la tincion con fluoresceina. En cada seccion ventricular se midio el
area total y el area necrotica, gracias a un programa informatico (/Image-Pro
Plus, Media Cybernetics, Estados Unidos). El tamafio del infarto se expresé
como porcentaje del peso total ventricular.
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3.5 PROTOCOLOS EXPERIMENTALES

3.5.1 Efectos del plasma Post-RIC sobre el dano por isquemia-
reperfusion en corazones aislados de ratén

Los dializados plasmaticos obtenidos a partir del modelo porcino de
condicionamiento remoto fueron suplementados con glucosa (11 mmol/L) y
NaHCOs3 (25 mmol/L), calentados a 37°C y burbujeados con 95% 02:5% CO: el
dia de su utilizacion. Para evaluar los efectos del RIC sobre el dafio por
isquemia-reperfusién en el corazén aislado de ratén, se llevaron a cabo
experimentos pareados, donde a un corazon se le administré el dializado
plasmatico basal procedente de un cerdo, y a otro corazén el dializado
plasmatico del mismo cerdo obtenido después de haberle sometido a la
maniobra de RIC.

Los efectos sobre el dafio por isquemia-reperfusion de los dializados
plasmaticos 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 plasmatico basal
(n=12), y otro grupo fue tratado con el obtenido tras la aplicacion de la
maniobra de RIC en el cerdo (n=12). Tras los 15 minutos de estabilizacion, los
corazones se perfundieron con los diferentes dializados plasmaticos,
suplementados con glucosa y NaHCOs, durante 30 minutos, seguidos de la
isquemia global de 35 minutos y reperfusiéon de una hora (Fig. 10-C1). En una
segunda serie de experimentos, realizada sobre un total de 12 ratones
(n=6/grupo), los dializados plasmaticos fueron administrados unicamente
durante los primeros 15 minutos de la reperfusion (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,
valorandose la recuperacion funcional, la liberacion de LDH y el tamafno del
infarto.

Para intentar aumentar la eficacia del tratamiento postisquémico, ocho
corazones adicionales de raton 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 dialisis, otros 6 ratones adicionales fueron tratados
durante la reperfusion con dializados obtenidos tras un proceso de didlisis
dinamica del plasma (en lugar de la dialisis estatica utilizada hasta el momento)
mediante membranas semipermeables de dialisis, con un rango de separacion
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 discurrio 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 dia del experimento, en que se
afadieron los componentes de la solucidon 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 ratéon

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

Tras la estabilizacion, los corazones fueron perfundidos, durante 5
minutos con solucion de Krebs conteniendo estricnina 10 uM (strychnine #s-
0532, Sigma-Aldrich). Una vez finalizado dicho periodo, los corazones, de
forma pareada, fueron tratados, durante otros 30 minutos, con el dializado
plasmatico basal o el obtenido en los cerdos tras realizarles la maniobra de
RIC, adicionados con glucosa (11 mmol/L) y NaHCOs (25 mmol/L) vy
conteniendo asi mismo estricnina 10 uM. La concentracién de estricnina se
selecciond en base a estudios previos que demostraron la capacidad de esta
concentracion para deprimir, de forma reversible, las respuestas
despolarizantes inducidas por la glicina en médula espinal aislada de rata
(Saitoh et al., 1994). Tras la aplicacién de los dializados, los corazones fueron
sometidos a isquemia global de 35 minutos seguida de una reperfusiéon de 1
hora, tal y como se explico en el apartado anterior (Fig. 12). En todos los casos
se compararon los efectos de los tratamientos sobre la recuperacion funcional,
la liberacion de LDH y el tamafio del infarto.

Dializado basal/ Estricnina (n=5)

Estabilizacién Dializado basal 30°
10 Estr &’ Estricnina 10 pM Isquemia 35’ Reperfusion 60°

Dializado post-RIC /Estricnina (n=5)

Estabilizacion | Dializado Post-RIC 30’
10 Estr5| Estricnina 10 uM Isquemia 35’ Reperfusion 60’

\ 4

Tamafio
del infarto

< Liberacion LDH, PVI desarrollada

Figura 12. Protocolos experimentales llevados a cabo en corazones aislados de ratén sometidos
a 35 minutos de isquemia global y 60 minutos de reperfusion, y pretratados con estricnina 10 uM
durante la administracion de dializados plasmaticos porcinos.
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3.5.3 Efecto del pretratamiento con succinato sobre el dafho por
isquemia-reperfusion en corazones aislados de ratén

Puesto que uno de los metabolitos que aparecieron elevados en los
dializados plasmaticos porcinos obtenidos tras la aplicacion de la maniobra de
RIC fue el succinato, y para tratar de dilucidar en detalle los mecanismos
involucrados en la proteccion 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 dafo por isquemia-reperfusion en corazones
aislados de raton.

Tras el periodo de estabilizacion de 15 minutos, a un grupo de
corazones se le administré la solucién de Krebs suplementada con succinato
100 uM, 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 reperfusion de una hora de duracion (Fig. 13).
En todos los casos se compararon los efectos de los tratamientos sobre la
recuperacion funcional, la liberacion de LDH y el tamafio del infarto.

Grupo control (n=7)

Estabilizacion 15 | Krebs 30’ | Isquemia3s | Reperfusion 60

Grupo tratado (n=7)

Estabilizacion 15‘|Krebs-8uccina1o 100 le Isquemia 35 | Reperfusion 60’

< Liberacion LDH, PVI desarrollada ——— v
Tamarfio
del infarto

Figura 13. Protocolos experimentales llevados a cabo en corazones aislados de raton
sometidos a 35 minutos de isquemia global y 1 hora de reperfusion, y pretratados o no con
succinato (100 uM).
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3.6 ESTADISTICA

Los datos se han expresado como mediatSEM (SEM, error estandar
de la media). El analisis del tamafio del infarto, la LDH acumulada y la
recuperacion funcional, se llevd a cabo mediante pruebas de t-Student. Los
cambios a lo largo del tiempo de la frecuencia cardiaca y las presiones
desarrolladas, telediastolicas y de perfusion, 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 plasmaticos se realizd un reconocimiento de
patrones. Los espectros se importaron al programa Simca V13 (Umetrics,
Umea, Suecia), donde se realizaron métodos de analisis no supervisados
(PCA, Analisis de Componentes Principales), y supervisados (OPLS-DA,
Proyecciones Ortogonales a las Estructuras Latentes — Analisis Discriminante).
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1 Efectos del tratamiento con RIC, GIK y exenatida, solos o

en combinacion, sobre el dafo por isquemia-reperfusién en un
modelo de corazén porcino in situ

1.1 VARIABLES HEMODINAMICAS

En la figura 14 se muestra un registro representativo obtenido en un
cerdo control que evidencia los cambios inducidos por un episodio de oclusién
coronaria de 40 minutos seguido de reperfusion en las distintas variables
analizadas.

La frecuencia cardiaca basal se situd, 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 reperfusion (Fig. 15,
Tabla 2). Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en su
evolucion 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 evolucion de la presion sistolica del ventriculo izquierdo (Fig. 16), asi
como de sus derivadas positiva (Fig. 17) y negativa (Fig. 18) respecto al
tiempo, de la presidn telediastolica ventricular y de la presion aodrtica, aunque,
algunas de estas variables, concretamente la presion ventricular y sus
derivadas mostraron, en conjunto, una tendencia a reducirse durante la
reperfusion (Tabla 2, Figs. 16-18).
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Frecuencia Presion Presién Presiéon (+)dP/dt VI (-)dP/dt VI Flujo coronario AS AS
cardiaca adtica sistélica VI  telediastélica VI (mmHg/s) (mmHg/s) de DA (control) (isquemia)
(latidos/min) (mmHg) (mmHg) (mmHg) (ml/min)

Control Basal 73.504£5.63 100.194£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 1427460 * 1616+£117 0.00£0.00 * 0.17+0.02 -0.04+0.03 *
2 h reperfusion 119.86+£11.09 * 90.61+7.19 100.83+7.79 6.24+1.68 1305+£110 1673177 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 1465141 1602+100 0.00£0.00 * 0.23+0.03 -0.04+0.02 *
2 h reperfusion 133.10£19.39 * 70.28+£10.97 82.49+8.06 2.90+2.03 1381194 1423+139 7.56+1.49 0.16+0.03 0.01+0.02 *

RIC Basal 81.42+4.96 92.66+9.61 101.454£6.94 3.80+0.82 1745+114 1751173 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 3.76x1.12 1529+38 1438+159 0.00+0.00 * 0.21+0.03 -0.06£0.02 *
2 h reperfusion 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 7.571.77 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 reperfusion 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 1919497 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 15744120 1514£151 * 0.00£0.00 * 0.24+0.03 -0.05+0.02 *
2 h reperfusion 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 18024278 1532452 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 reperfusion 109.15+£7.48 * 97.42+10.15 98.67+9.39 5.37+£1.30 1480+254 16134224 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 reperfusion de la frecuencia cardiaca, presion aoértica, presion sistélica y telediastdlica del ventriculo izquierdo
(VI), dP/dt (+) y (-) del VI, flujo coronario en la arteria coronaria DA, y acortamiento sistdlico (AS) en las areas 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 vy test post hoc de Dunnet).
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Presion sistélica (mmHg) Frecuencia (latidos/min)
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Figura 15. Cambios
en la frecuencia
cardiaca en cerdos
sometidos a 40
minutos de isquemia
miocardica y 2 horas
de reperfusion, sin
ningun  tratamiento
adicional (control), o

tratados con RIC,
GIK, exenatida,
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Figura 16. Cambios en
la presion sistdlica del
ventriculo izquierdo en
cerdos sometidos a 40
minutos de isquemia
miocardica y 2 horas de
reperfusién, sin ningun
tratamiento  adicional
(control), o tratados con
RIC, GIK, exenatida,
GIK+RIC o]
exanatida+RIC.

Figura 17. Cambios en
la derivada positiva de
la presién del ventriculo
izquierdo respecto al
tiempo en cerdos
sometidos a 40 minutos
de isquemia miocardica
y 2 horas de
reperfusion, sin ningun
tratamiento  adicional
(control), o tratados con
RIC, GIK, exenatida,
GIK+RIC o]
exanatida+RIC.
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1.2 FLUJO SANGUINEO EN LA ARTERIA CORONARIA DA

El flujo sanguineo coronario basal se situod, en todos los grupos entre 5
y 12 mL/min, sin diferencias entre grupos (Tabla 2). Durante la isquemia, el
flujo desaparecio por completo, aumentando por encima de los valores iniciales
en el momento de la reapertura de la arteria coronaria (fase hiperémica), y
estabilizandose posteriormente (Fig. 19). Al igual que ocurrié con las variables
hemodinamicas, tampoco se hallaron diferencias estadisticamente
significativas en la evolucion durante la isquemia-reperfusion del flujo
sanguineo coronario entre los distintos grupos de tratamiento (Tabla 2, Fig. 19).

600
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o RIC (n=7)

500 s GIK (n=7)
B GIK +RIC (n=7)
v Exenatida (n=8)

400 v Exenatida + RIC (n=7) Figura 19. Cambios en el

fluo sanguineo en la
arteria coronaria DA en
cerdos sometidos a 40
minutos de isquemia
miocéardica y 2 horas de
reperfusiéon, sin  ningun
tratamiento adicional
(control), o tratados con
MANOVA: RIC, GIK, exenatida,

Tiempo: p<0.001 GIK+RIC o exanatida+RIC.
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1.3 FUNCION REGIONAL DEL MIOCARDIO

Tanto la longitud telediastélica (LTD) como la telesistdlica (LTS) de la
region miocardica control permanecieron practicamente invariables a lo largo
de todo el experimento (Fig. 20-A/B), dando lugar, por tanto, a un acortamiento
sistélico regional practicamente constante (Fig. 20-C). Por el contrario, tanto la
longitud telediastdlica como la telesistolica del cristal situado en el area en
riesgo sufrieron un aumento durante el periodo de isquemia, que se revirtio
durante la reperfusion (Fig. 20-D/E). Estos cambios se tradujeron en un
descenso del acortamiento sistolico regional en esta region miocardica 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 evolucion ni del
acortamiento sistdlico regional, ni de las longitudes telesistdlica y telediastdlica,
ni en la region isquémica ni en la control (Tabla 2).

A pesar de la ausencia de diferencias significativas, entre los distintos
grupos experimentales, en la evolucion de las longitudes telediastélica y
telesistdlica o del acortamiento sistolico regional en el area en riesgo, la tasa de
hipercontractura maxima inducida por la reperfusion en dicha regién, y
determinada como porcentaje del incremento de la longitud telediastdlica
observado al final de la isquemia, si mostré un efecto del tratamiento, siendo
maxima en el grupo control (Fig. 21), y reducida significativamente por el RIC
(Fig. 21-B).

106



RESULTADOS

A 14

LTD (mm)

Acortamiento sistoélico

12
10

o o o
o N B

©
(¥

Regién control

Area en riesgo

MANOVA:
Tiempo: p=0.003
Grupo: p-NS

Isquemia Interaccién tiempo/grupo: p-NS

MANOVA:
Tiempo: p-NS
Grupo: p-NS

Isquemia Interaccion tiempo/grupo: p-NS

MANOVA:

Tiempo: p<0.01
. Grupo: p-NS
Isquemia |nteraccion tiempo/grupo: p-NS
1 1 1 1 1 1 1 1 1

0 20 40 60 80 100120140160

Tiempo (min)

MANOVA:
Tiempo: p<0.01
Grupo: p-NS

Isquemia Interaccién tiempo/grupo: p-NS

MANOVA:
Tiempo: p<0.01
Grupo: p-NS

Isquemia  Interaccion tiempo/grupo: p-NS

MANOVA:
Tiempo: p<0.01
Grupo: p-NS
Interaccién tiempo/grupo: p-NS
1 1 1 1 1 1 1 1 1

Isquemia

0 20 40 60 80 100120140160
Tiempo (min)

Control (n=10)
RIC (n=7)

GIK (n=7)

GIK + RIC (n=7)
Exenatida (n=8)

4 4 B3 P>POO

Exenatida + RIC (n=

7)

Figura 20. Cambios en la longitud telediastdlica (A), telesistdlica (B) y en el acortamiento
sistolico regional (C), medidos mediante cristales ultrasénicos colocados en el miocardio de
la region control y en el area en riesgo (D, E, F), en cerdos sometidos a 40 minutos de
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Figura 21. Cambios en la longitud telediastélica (LTD) del area en riesgo,
expresados como porcentaje del incremento al final de la isquemia (A), y pico
maximo de hipercontractura durante la reperfusion inicial (B), en cerdos sometidos a
40 minutos de oclusion de la arteria coronaria DA seguidos de 2 horas de
reperfusién, sin ningun tratamiento adicional (control), o tratados con RIC, GIK,
exenatida, GIK+RIC o exanatida+RIC.

1.4 TAMANO DEL INFARTO

Tanto el tamafo del area 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 hallandose diferencias significativas entre ellos.
Por el contrario, el tamano del infarto, que en el grupo control promedié un
59.21+3.17% del area en riesgo (Figs. 22-C y 23), fue significativamente
reducido por todos los tratamientos (Figs. 22-C y 23). Ademas, el grupo tratado
con la combinacion de RIC y GIK presenté un efecto aditivo, con un tamanio del
infarto significativamente inferior al de los tratamientos individuales por

separado (p<0.05, ANOVA) (Fig. 22-C).
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Mediante analisis jerarquizado se demostré un efecto significativo del
numero de tratamientos (ninguno, uno o dos) sobre el tamafo del infarto
(p<0.001), sin diferencias significativas entre los distintos tratamientos, siendo
la terapia combinada (dos procedimientos) mas efectiva reduciendo el tamarfio
del infarto que los tratamientos individuales (p=0.004) (Fig. 22-D).

S 20 —_ L
X o 40
° i e
2 E;
= 10 s 20|
5 z
© Sr g 101
o )
< 0 > s o "o > & O o
SR & & &
o X
¢ O\‘}s‘ Q/_‘gf\ q}\&o ¢ o) Q/_\g;(\ (b-\\b'z’
QY QY
& &
©° o o
o ° <)
o 3
‘= 60 | EZ ° =
@© 9 @
o ® o
\(© ) * ° (O
N ° o N
40+ ° o *x o <
o 3 o o
t o o © *8 t
8 o *$ o g
c 8 o i c
£ i o £
g 20 ° i o g
1} bl
© o 8 8 ©
£ g
© o ©
P 0 1 1 1 1 1 1 | h
0\ AN AN AN D\ A N
<& ¢ & ¢ ¢ ¢ & & &
> O O @ S & &S
§ <& o L & & & &
& N & P &
© Q/-\‘ (\\ &(b &k{b &k’b
Q

N° de tratamientos
cardioprotectores

Figura 22. Tamafio del area en riesgo (A) y temperatura corporal durante la isquemia (B),
en cerdos sometidos a 40 minutos de oclusion de la arteria coronaria DA seguidos de 2
horas de reperfusion, sin ningun tratamiento adicional (control), o tratados con RIC, GIK,
exenatida, GIK+RIC o exanatida+RIC. (C) Tamafio 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) Analisis 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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1 . Area enriesgo 2 Infarto

A. Control

B.ric

C.ak

D.cik+ RriC

E. Exenatida

F Exenatida+RIC

Figura 23. Imagenes representativas de secciones transversales de corazones porcinos
mostrando la delimitacién del area en riesgo (mediante marcaje con fluoresceina) (1) y del area
infartada (tincion de TTC) (2), en cerdos sometidos a 40 minutos de oclusion de la arteria
coronaria DA y 2 horas de reperfusion sin intervencion adicional (A), o tratados con RIC (B),
GIK (C), GIK+RIC (D), exenatida (E) o exenatida+RIC (F).

110



RESULTADOS

1.5 ARRITMIAS VENTRICULARES DURANTE LA ISQUEMIA-
REPERFUSION MIOCARDICA

La incidencia de taquicardias ventriculares (TV) durante la isquemia
miocardica fue baja en todos los grupos experimentales. Sin embargo, durante
la reperfusion se observé un incremento marcado en su numero, 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 provoco un efecto proarritmico.
Al contrario, y de forma similar a lo que ocurria con el tamafio del infarto, el
tratamiento combinado formado por GIK+RIC consiguidé disminuir
significativamente el numero de TV durante la reperfusion (Fig. 24). Mediante
analisis factorial se demostré que la terapia combinada (dos tratamientos)
lograba reducir, de forma significativa, la incidencia de TV durante la
reperfusion 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).

A B

TV Reperfusion (n°)

TV Isquemia-reperfusion (n°)

Figura 24. Numero total de taquicardias ventriculares durante la isquemia y la
reperfusion (A), y solo durante la reperfusion (B), en cerdos sometidos a 40 minutos de
oclusién de la arteria coronaria DA, seguidos de 2 horas de reperfusion, tratados o no
con RIC, GIK o exenatida, solos o en combinacion. *(p<0.05, test de Kruskal-Wallis)
indica diferencias significativas respecto al grupo control.

Ademas de una reduccion en el numero de TV durante la reperfusion,
el tratamiento combinado compuesto por GIK+RIC disminuyé de forma
significativa el tiempo en arritmia (TV o FV) (Fig. 25-A) y el numero de arritmias
sostenidas (Figs. 25-B y 26), mientras que la duracion 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
reperfusion, sin diferencias significativas entre ellos (Fig. 26).
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Figura 25. Tiempo en arritmia (TV o FV) (A), numero de taquicardias ventriculares
sostenidas (>30s) (B), y duracién de las arritmias (C) en cerdos sometidos a 40 minutos
de oclusion de la arteria coronaria DA, seguidos de 2 horas de reperfusion, tratados o
no con RIC, GIK o exenatida, solos o en combinacion. *(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 oclusién de la arteria coronaria
DA, seguidos de 2 horas de reperfusion, tratados o no con RIC, GIK o exenatida, solos
o en combinacién. 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 proteccion por RIC, GIK o

exenatida, y por la terapia combinada, sobre el dano por
isquemia-reperfusion

2.1 CONCENTRACION DE GLUCOSA EN SANGRE

La glucemia mostré unos valores basales que oscilaron entre 65 y 80
mg/dL, disminuyendo de forma significativa durante el periodo de oclusién
coronaria, sin encontrarse diferencias entre los distintos grupos experimentales
(Fig. 27-A). Sin embargo, la concentracién de insulina en plasma, medida a los
5 minutos de la reperfusion, estaba incrementada so6lo en aquellos animales
que habian sido tratados con GIK (Fig. 27-B).

A
® Control (n=10})
A GIK(n=T
100 (i} RIC\':=?:
B GIK +RIC (n=T)
a v Exenatida (n=3)
'51 80 v Exenatida + RIC (n=7)
5§38 O
—_— D
2 E 40t =
3 MANOVA: Figura 27. Concentraciones
(4] 20 Tiempo: p=<0.001
= Grupo: p-NS de glucosa en sangre (A) e
Interaccion tiempo vs. grupo: p-NS . .
0 : : insulina en plasma (B)
Basal Eppeimiom (o) medidas basalmente y/o

después de 5 minutos de
reperfusion en cerdos
sometidos a 40 minutos de
oclusion de la arteria
coronaria DA seguidos de
reperfusion. *(p<0.05,
ANOVA) indica diferencias
significativas  respecto  al
grupo control.

2.2 METABOLISMO MIOCARDICO

En la figura 28 se muestran unos espectros de 'H de resonancia
magnética nuclear representativos, obtenidos a partir de extractos miocardicos
del area en riesgo (Fig. 28-A) o de la region control (Fig. 28-B) de un corazén
porcino sometido a isquemia transitoria seguida de reperfusién. Cada uno de
los picos detectados corresponde a un metabolito, mientras que el area bajo la
curva de los mismos permite calcular la concentracion del metabolito en
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cuestion. El analisis de resonancia magnética nuclear permiti6 demostrar que el
miocardio del area en riesgo presentaba una disminucion notable en las
concentraciones de ADP, ATP y glutamato, asi como un incremento
significativo en las de lactato, succinato y alanina (Fig. 29), aunque sin
diferencias entre los distintos grupos experimentales.

Creatina

A

Creatina
Lactato

Taurina

Alanina
Acetato

e P T .

Figura 28. Espectros NOESYPR1D de 'H-RMN representativos, obtenidos a
partir de extractos miocardicos del area en riesgo (A) o de la region control (B),
de un corazoén porcino sometido a 40 minutos de oclusién de la arteria coronaria
DA, seguidos de 5 minutos de reperfusion.

Figura 29. Concentracion de los diferentes metabolitos detectados mediante
resonancia magnética nuclear en extractos de tejido miocardico control y del area
en riesgo, en cerdos sometidos a 40 minutos de oclusion de la arteria coronaria
DA seguidos de 5 minutos de reperfusion. *(p<0.05, test de la t de Student) indica
diferencias significativas respecto al miocardio control.
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A partir de los espectros, y mediante analisis supervisado (OPLS-DA),
se pudo discriminar entre aquellas muestras pertenecientes a los grupos
control o RIC de aquellas que habian recibido GIK o exenatida (p<0.05,
Q?=0.129 y 0.002, respectivamente). No fue posible discriminar, atin mas, entre
las muestras que habian 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 (Q°=0.421, Fig. 30-A), sugiriendo que tanto GIK como
exenatida tuvieron efectos similares sobre el patron metabdlico cardiaco.
Siguiendo este modelo, las muestras asociadas a tratamientos combinados,
fueron clasificadas correctamente como las correspondientes a las
intervenciones metabdlicas en solitario (Fig. 30-B).

Figura 30. Huella metabdlica
de los espectros de '"H-RMN
de tejido miocardico. (A)
Modelo OPLS-DA capaz de
diferenciar las intervenciones
metabdlicas de las muestras
correspondientes a los
grupos control o tratados con
RIC. GIK y exenatida,
(puntos blancos) y controles
y RIC (puntos negros). (B)
Clasificacion de la
combinacion de tratamientos
metabdlicos con RIC (puntos
grises), utilizando el mismo
modelo.

Los datos del analisis discriminante indican, por tanto, la existencia de
un perfil metabdlico 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 combinacion de variables.

117



RESULTADOS

2.3 ACTIVACION DE VIAS CITOSOLICAS DE SENALIZACION

Para analizar si la cardioproteccién observada con los distintos
tratamientos era debida a la participacion de las cascadas citosolicas
clasicamente relacionadas con la cardioproteccién, como las vias RISK o
SAFE, estudiamos el estado de fosforilacion (o lo que es lo mismo, de
activacion) y la expresion total de varias proteinas quinasas involucradas en
ambas. Concretamente, para analizar el papel de la via RISK evaluamos las
proteinas Akt, ERK1/2 y GSK3p, mientras que para la via SAFE estudiamos
STAT3. Ademas se valoré el grado de activacién de p38-MAPK y de AMPK.

El estudio de los datos de western blot mediante analisis de regresion
paso a paso demostréo en el miocardio del area en riesgo, una reduccion
general en la activacion de Akt y STAT3 (Fig. 31, valor de p correspondiente a
Region), asi como un aumento significativo en el grado de fosforilacion de
ERK1/2, GSK3B, y p38 MAPK (Fig. 32), a los 5 minutos de la reperfusion.

Ademas, mediante ANOVA convencional observamos que el
tratamiento con GIK producia un incremento en el grado de fosforilacion de Akt
y STAT3, tanto en el area en riesgo como en la region control (Fig. 31). El resto
de tratamientos utilizados no modificé de forma clara el estado de fosforilacion
de Akt, ERK1/2, GSK3p, STAT3, p38-MAPK o AMPK (Figs. 31y 32).

118



RESULTADOS

Region control

Area en riesgo

A o8z ¥
] x = 5 xS
P LB BE BuuiEE
SXOxSS SxuxSD
Q0O e O e O
p-Akt (Serd73) — e e e — — B0kDa
AKL (fotal) s———— B0kDa
| OxPhosCIl ——~— — -70kDa]
Analisis de regresion por pasos
0 GIK p<0.0001
2.5 * Regionp=0032 § = Region control
RIC p=0.033 o Area enriesgo
£ 20
< X $
€ 15
<
o 1.0
AULA
0.0

B

P-STAT3 (Tyr705) ee——— _ _86kDa
STATS3 (total) == == o wm o e = == -86kDa
OxPhosClI -70kDa|

p-STAT3ISTAT3

Andlisis de regresion por pasos
Regidn p<0.0001
GIK p=0.011

g X0 0 .§
F=a R T
=) + =
o v g
5w

Exen+RIC

T —

Control }I
RIC :|—|
GIK+RIC |—I
Exenatida :'—4
Exen+RIC [__H

Regidn control

Area en riesgo

Figura 31. Western blot representativos mostrando la expresion total y el estado
de fosforilacion de Akt (A) y de STAT3 (B), junto a los niveles de OxPhosCll, en
extractos de miocardio obtenidos de 4 cerdos sometidos a 40 minutos de oclusion
de la arteria coronaria DA seguidos de 5 minutos de reperfusiéon. Las graficas
muestran la cuantificaciéon del grado de fosforilacion de cada proteina respecto a
su cantidad total, tanto en el miocardio control como en el area en riesgo.* y $
(p<0.05, ANOVA) indican diferencias significativas respecto a los controles de la
regién miocardica correspondiente.
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Figura 32. Western blot representativos mostrando la expresién total y el grado
de fosforilacion de ERK1/2 (A), GSK3p (B), p38 MAPK (C) y AMPK (D) junto a los
niveles de OxPhosClIl, en extractos de miocardio obtenidos de 4 cerdos sometidos
a 40 minutos de oclusion de la coronaria DA seguidos de 5 minutos de
reperfusion. Las gréficas muestran la cuantificacion del grado de fosforilacion de
cada proteina respecto a su cantidad total, tanto en el miocardio control como en

el area en riesgo.
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2.4 EXPRESION DE eNOS

Para analizar el papel jugado por la via del GMPc/PKG, estudiamos el
estado de fosforilacion de eNOS, junto con su expresion total, ademas de la
relacion entre los dimeros y monémeros de eNOS.

El analisis de regresion paso a paso mostr6 que el grado de
fosforilaciéon de eNOS se encontraba reducido, de forma general, en el area en
riesgo de todos los grupos, respecto a su region control (Fig. 33-A, valor de p
correspondiente a Region).

Respecto al efecto de las estrategias terapéuticas estudiadas, pudimos
observar que el tratamiento con GIK incrementaba el grado de fosforilacién de
eNQOS, tanto en el miocardio de la zona control como en el area en riesgo,
mientras que la exenatida logré esta misma activacion solamente en el
miocardio reperfundido (Fig. 33-A).

En ninguno de los casos se observaron cambios en cuanto a la relacion
dimero:mondmero, ni entre regiones, ni entre tratamientos, excepto para el
RIC, tratamiento que se asocié, mediante el analisis de regresion paso a paso,
con una relacion dimero:mondmero mas alta (Fig. 33-B).
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Figura 33. Western blots representativos mostrando la expresion total y el grado de
fosforilacion de eNOS (A), la presencia de dimeros de eNOS (B) y los niveles de
nitrotirosina (C), junto a la expresion de OxPhosCl|, utilizado como control de carga, en
extractos de miocardio obtenidos de 4 cerdos sometidos a 40 minutos de oclusion de la
arteria coronaria DA seguidos de 5 minutos de reperfusion. * y $ (p<0.05, ANOVA)
indican diferencias significativas respecto a los controles de cada area miocardica.
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2.5 EXPRESION DE Cx43

Los analisis de western blot, realizados a partir de fracciones totales
obtenidas de zonas miocardicas control y del area en riesgo de cerdos
sometidos a isquemia-reperfusion, detectaron, en todos los grupos, y tal y
como se ha descrito previamente (Sanchez et al., 2013), 3 bandas
inmunorreactivas para Cx43, asociadas a 3 estados de fosforilacion diferentes,
(Fig. 34). La mayor parte de la Cx43 presente en la regién control, fue
detectada en las dos bandas de migracion mas lentas, correspondiéndose con
las isoformas fosforiladas P1 y P2, mientras que en el area en riesgo fue
detectada principalmente su isoforma no fosforilada (PO) (Fig. 34). Como
consecuencia, la relacién entre la isoforma no fosforilada respecto a la Cx43
total mostré un aumento significativo en el area en riesgo respecto a la region
control. Sin embargo, este incremento en la expresion de las isoformas no
fosforiladas de Cx43 no fue modificado por los tratamientos con RIC, GIK o
exenatida, solos o en combinacion. De igual manera, tampoco se hallaron
cambios en la expresion total de Cx43 en ninguno de los casos.
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Figura 34. Western blot representativo mostrando la expresion de Cx43, junto al
control de carga GAPDH, en la regién control y en el area en riesgo, en cerdos
sometidos a 40 minutos de oclusion de la arteria coronaria DA seguidos de 5 minutos
de reperfusion, tratados o no con RIC, GIK o exenatida, solos o en combinacion.
*(p<0.05, ANOVA) indica un incremento significativo en la expresion de las isoformas
no fosforiladas de Cx43, cuantificadas en relaciéon a la cantidad de Cx43 total,
respecto a su correspondiente region control.
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2.6 RESPIRACION MITOCONDRIAL

Puesto que la inhibicion de la respiracion mitocondrial puede limitar el
dafio por isquemia-reperfusién (Valls-Lacalle et al., 2016), decidimos obtener
mitocondrias aisladas a partir de tejido miocardico porcino, para averiguar si
existian cambios en el consumo de oxigeno que pudiesen explicar la
cardioprotecciéon observada con los distintos tratamientos.

Asi, se observo que las tasas de consumo de oxigeno, estimuladas por
ADP, en mitocondrias aisladas del area en riesgo de cerdos control, se
encontraban reducidas respecto a las obtenidas en el miocardio control
(reduccion del 29.319.2%, Fig. 35). Sin embargo, esta depresion de la
respiracion mitocondrial fue similar en todos los grupos experimentales, sin
diferencias significativas entre ellos (Fig. 35, panel inferior).

Por otro lado, mediante analisis de regresion paso a paso se observd
que el tratamiento con GIK producia, unicamente en el miocardio control, una
reduccion significativa en el consumo de oxigeno estimulado por ADP.
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2.7 NIVELES DE NITROTIROSINA EN MIOCARDIO

Para analizar el posible papel que podia jugar el estrés oxidativo en la
cardioproteccioén inducida por los distintos tratamientos, analizamos los niveles
tisulares de nitrotirosina.

El analisis de regresién paso a paso permiti6 demostrar que los niveles
de nitrotirosina estaban elevados, de forma general, en el area en riesgo (Fig.
33-C, valor de p correspondiente a Regién), siendo significativamente
reducidos por el tratamiento con RIC (Fig. 33-C), terapia que anteriormente ya
se habia asociado con una relacion dimero:mondmero mas alta (Fig. 33-B).
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3 Estudio de los mecanismos humorales implicados en la
proteccién por condicionamiento isquémico remoto

31 ESPECTROSCOPIA DE 'H-RMN DE DIALIZADOS
PLASMATICOS

En la figura 36 se muestra un espectro de 'H de resonancia magnética
nuclear representativo, obtenido a partir de los dializados plasmaticos
procedentes de sangre extraida de un cerdo en situacion basal. Al igual que
ocurria en los extractos tisulares, cada uno de los picos detectados
corresponde a un metabolito, mientras que el area bajo de curva de los mismos
permite calcular la concentracion del metabolito en cuestion.

TRF Figura 36. Espectro
NOESYPR1D de 'H-
RMN  representativo
de dializado
plasmatico porcino
tomado a partir de una
muestra  basal de
sangre. TSP afadido
como estandar interno
Alanina de concentracion y de

l L desplazamiento
I h

quimico.
I T 1 I I | I I 1 1 I 1 I

5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm

Lactato

Glucosa

El analisis supervisado (OPLS-DA) de los espectros fue capaz de
discriminar (Q?=0.126) entre las muestras plasmaticas obtenidas antes vy
después de la maniobra de RIC. Ademas, el test de probabilidad de Fisher
permitié establecer que el analisis clasificaba de forma correcta un total del
78% de las muestras (p=0.0095, Tabla 3). Los datos del analisis discriminante
indican, por tanto, la existencia de diferencias metabdlicas claras entre ambos
tipos de muestras plasmaticas.

Casos Correctos RIC Control
RIC 12 75% 9 3
Control 11 81.82% 2 9
Total 23 78.26 11 12
Probabilidad de 0.0095

Fisher

Tabla 3. Test de probabilidad de Fisher (p=0.0095) para la correcta clasificacion de los casos
(control o RIC).
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El analisis posterior de los espectros de 'H-RMN de los dializados
plasmaticos basales y post-RIC determind la presencia y concentracion de
distintos metabolitos (Tabla 4). El analisis estadistico de esta cuantificacion,
determiné un incremento significativo en la concentracion plasmatica 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 situacion 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

Tabla 4. Concentraciones de los metabolitos detectados mediante'H-RMN (umol/mL) en el
plasma obtenido de cerdos en situacion basal y tras la maniobra de RIC. *(p<0.05, test de
la t de Student) indica diferencias significativas respecto al grupo control.
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Figura 37. Concentraciones (umol/mL) de lactato (A), succinato (B) y glicina (C) en
plasma porcino obtenido en situacion basal o tras la maniobra de RIC, determinadas
mediante "H-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 DANO POR
ISQUEMIA-REPERFUSION EN CORAZONES AISLADOS DE RATON

3.2.1 Funcién del ventriculo izquierdo

Los corazones aislados de raton presentaron, en situacién basal, una
presion desarrollada del ventriculo 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 periodo de perfusibn normodxica. Las presiones
telediastolicas del ventriculo izquierdo y de perfusion oscilaron entre 0 y 10
mmHg y entre 80 y 100 mm Hg, respectivamente. La induccion de isquemia
global provocd, en todos los casos, que la presion desarrollada del ventriculo
izquierdo se redujera notablemente, alcanzando un minimo a los 2-3 minutos
de su comienzo. El rigor isquémico, detectado como un incremento brusco en
la presién telediastdlica del ventriculo izquierdo (Fig. 38) tuvo lugar durante los
primeros minutos de la isquemia, sin diferencias entre los grupos de corazones
de ratdn tratados con dializados plasmaticos basales o post-RIC, tanto cuando
el tratamiento se realizé antes de la isquemia (Fig. 39), como en los tratados
tras la misma. La reperfusion indujo un nuevo incremento en la presion
telediastolica del ventriculo izquierdo, correspondiéndose con la
hipercontractura (Fig. 38), cuyos valores tampoco mostraron diferencias
significativas entre los mencionados grupos.

En cuanto a la recuperacién funcional, expresada en porcentaje de la
presion desarrollada basal, los corazones de ratén que habian sido tratados
con los dializados plasmaticos obtenidos tras la maniobra del RIC,
administrados antes de la isquemia, mostraron una tendencia a una mejor
recuperacion funcional hacia el final de la reperfusion que los tratados con el
dializado control, aunque sin alcanzar significancia estadistica (Fig. 40-A). Por
el contrario, en el caso de los corazones tratados posteriormente a la isquemia,
esta tendencia de mejora desaparecio (Fig. 40-B).
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Figura 38. Registro representativo obtenido a partir de un corazén aislado de ratéon en el sistema de Langendorff, sometido a 15 minutos de
estabilizacién, 35 minutos de isquemia global y 60 minutos de reperusion. Presién desarrollada (A), inicio del rigor isquémico (A-1), hipercontractura
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Figura 39. Cambios en la presién telediastélica del ventriculo izquierdo observados en
corazones aislados de raton, tratados, durante 30 minutos, con dializados plasmaticos
porcinos obtenidos en situacion basal o tras la maniobra de RIC, y posteriormente
sometidos a 35 minutos de isquemia global y 60 minutos de reperfusion.
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Figura 40. Recuperacion funcional del ventriculo izquierdo (expresada en porcentaje de
la presion desarrollada basal) en corazones aislados de raton tratados antes (A) o
después (B) de un insulto isquémico global de 35 minutos y 60 minutos de reperfusion,
con dializados plasmaticos porcinos obtenidos en condiciones basales o tras la
maniobra de RIC.

3.2.2 Liberacién de LDH y tamaio del infarto

Durante el periodo de estabilizacion la liberacion de LDH de los
corazones aislados de raton fue practicamente despreciable, indicando la
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practica ausencia de muerte celular. Por el contrario, tras la isquemia se
produjo, en los corazones tratados con dializado plasmatico control, un
aumento marcado en su liberacion, con un pico en los primeros minutos de la
reperfusion, 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 liberacion de enzimas, tanto cuando se analizé la
curva completa, como al determinar la liberacion de LDH acumulada durante
los primeros 15 minutos de la reperfusion (Figs. 41 y 42-A).
Desafortunadamente, este efecto beneficioso del dializado post-RIC
desaparecio en los grupos tratados tras la isquemia (Fig. 42-B).

Figura 41. Liberacion de LDH al
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Figura 42. LDH acumulada durante los primeros 15 minutos de la reperfusion en
corazones aislados de raton sometidos a 35 minutos de isquemia global y 60 minutos de
reperfusion. Los corazones fueron tratados con dializado plasmatico porcino obtenido en
situacion 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 tamano del infarto, los corazones control pretratados
con dializados plasmaticos porcinos obtenidos en situacion basal presentaron
un tamafo 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 tamafo del infarto entre ambos grupos
(Fig. 43-B). En un intento de aumentar la eficacia protectora de los dializados
plasmaticos post-RIC cuando se administraban tras la isquemia global del
modelo de érgano aislado, a un subgrupo de 8 corazones de raton (n=4/grupo)
se les suministré dializado procedente de plasma porcino recogido en situacion
basal o durante el primer minuto de cada uno de los cuatro ciclos de la
maniobra de RIC. Desafortunadamente, esta estrategia tampoco logré reducir
de forma significativa el tamafno del infarto (54.5+9.9% vs. 49.5£9.1%, en los
corazones tratados con dializados plasmaticos obtenidos en situacion basal o
post-RIC, respectivamente, p-NS). Adicionalmente, se establecié un subgrupo
mas con 6 corazones de raton (n=3/grupo) a los que se les administré plasma
tratado con un sistema de didlisis dinamica. En este caso tampoco observamos
diferencias entre ambos grupos (57.34%£16.8% vs. 76.3915.4%, en los
corazones tratados con dializados plasmaticos obtenidos en situacion basal o
post-RIC, respectivamente, p-NS).
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Figura 43. Tamario del infarto en corazones aislados de raton, sometidos a 35 minutos
de isquemia global seguidos de 60 minutos de reperfusion. Los corazones fueron
tratados con dializados plasmaticos 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.

3.3 INFLUENCIA DEL BLOQUEO DE LOS RECEPTORES DE
GLICINA SOBRE EL EFECTO PROTECTOR DEL PRETRATAMIENTO CON
PLASMA POST-RIC EN CORAZONES AISLADOS DE RATON

En base a los resultados de los analisis de '"H-RMN, que sugerian un
papel para la glicina en el efecto protector, observado en corazones aislados de
ratdn, del dializado plasmatico obtenido tras la maniobra de RIC, decidimos
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estudiar si la reducciéon del infarto persistia tras la inhibicion de los receptores
de este aminoacido y neurotransmisor. El suplemento con estricnina (10uM), un
potente inhibidor de los receptores de glicina, a los dializados plasmaticos
porcinos basales y post-RIC, administrados antes de la isquemia, fue capaz de
abolir tanto la disminucién en la liberacion de LDH (Fig. 44-A), como la
reduccion del tamano del infarto previamente descritas (Fig. 44-B).
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Figura 44. LDH acumulada durante los primeros 15 minutos de la reperfusiéon (A) y
tamafio del infarto (B) en corazones aislados de raton, sometidos a 35 minutos de
isquemia global seguidos de 60 minutos de reperfusién. Los corazones fueron
tratados con dializado plasmatico porcino obtenido en condiciones basales o tras la
maniobra de RIC, suplementados con estricnina 10 uM, durante los 30 minutos
previos a la isquemia.

3.4 EFECTO DEL PRETRATAMIENTO CON SUCCINATO SOBRE EL
DANO POR ISQUEMIA-REPERFUSION EN CORAZONES AISLADOS DE
RATON

Al igual que sucedia con la glicina, el succinato también se encontro
elevado en los dializados plasmaticos porcinos obtenidos tras la maniobra de
RIC. Por ello, pretratamos algunos corazones aislados de ratdén, durante 30
minutos, con succinato 100 uM (concentracidn similar a la hallada por RMN),
para analizar si este metabolito era capaz de producir proteccion en este
modelo. Sin embargo, el pretratamiento con succinato no se tradujo en
diferencias en cuanto a la liberacion de LDH (Fig. 45-A) o en el tamafo del
infarto (Fig. 45-B), respecto al grupo control.
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Figura 45. LDH acumulada durante los primeros 15 minutos de la reperfusion (A) y
tamafio del infarto (B) en corazones aislados de raton, sometidos a 35 minutos de
isquemia global seguidos de 60 minutos de reperfusion. Los corazones fueron
pretratados con Krebs normal o con Krebs conteniendo succinato 100 uM, durante los
30 minutos anteriores al insulto isquémico.
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1 Efectos del tratamiento con RIC, GIK y exenatida, solos o

en combinacion, sobre el dafno por isquemia-reperfusién en un
modelo de corazén porcino in situ

En la primera parte de este estudio se ha analizado la posible
existencia de efectos cardioprotectores aditivos frente al dafio por isquemia-
reperfusion entre la maniobra de RIC y los tratamientos metabdlicos con GIK o
exenatida, en un modelo porcino de oclusion coronaria transitoria in situ. Los
datos obtenidos han permitido demostrar que la terapia combinada (RIC con
GIK o exenatida) fue mas efectiva que los tratamientos individuales limitando el
tamafio del infarto y disminuyendo la incidencia de arritmias. Ademas, estos
resultados muestran como RIC, GIK y exenatida inciden de forma distinta sobre
diferentes vias cardioprotectoras. Por un lado, RIC reduce de forma notable el
nivel de estrés oxidativo, determinado mediante el grado de nitrotirosinacion de
las proteinas tisulares. Por otro lado, GIK comparte con exenatida sus efectos
moduladores del metabolismo miocardico de la glucosa, y ademas ejerce un
efecto destacado sobre el eje Akt-eNOS (via RISK). Estos resultados
sugeririan, por tanto, que la terapia combinada propuesta podria resultar
ventajosa respecto a los tratamientos individuales, previniendo el dafio por
reperfusion en pacientes con SCAEST.

11 LA TERAPIA COMBINADA ES SUPERIOR A LAS
INDIVIDUALES LIMITANTO EL TAMANO DEL INFARTO

La maniobra de condicionamiento isquémico remoto ha demostrado ser
efectiva, reduciendo el tamano del infarto de miocardio, en un amplio numero
de estudios, incluyendo diversos ensayos clinicos (Botker et al., 2010; Crimi et
al., 2013; Prunier et al., 2014). Ademas, la ausencia de los efectos secundarios
habitualmente asociados a los tratamientos farmacolégicos, 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 tamafio del infarto,
tras una oclusion coronaria transitoria. Xin y colaboradores observaron la
existencia de un efecto protector aditivo entre el RIC y el postcondicionamiento
isquémico local, reduciendo el tamafio del infarto en un modelo de isquemia
miocardica transitoria in vivo en rata (Xin et al., 2010). Igualmente, Schmidt y
colaboradores identificaron un efecto cardioprotector aditivo frente al tamafio
del infarto entre el tratamiento con una solucién 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 corazon porcino maduro indican, claramente,
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que la combinacion de RIC con GIK o exenatida es mas efectiva reduciendo el
tamarno 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 REPERFUSION

Ninguno de Ilos tratamientos investigados, ni administrados
individualmente, ni en combinaciéon, ha mostrado ningun tipo de efecto
proarritmico en corazones de cerdo in situ sometidos a isquemia-reperfusion
miocardica. Por contra, nuestros datos muestran que la combinacion de RIC
con los tratamientos metabdlicos (especialmente con GIK) pero no los
tratamientos individuales, tiene un efecto protector frente a la apariciéon de
arritmias ventriculares durante la reperfusion.

Pocos han sido los trabajos que han analizado los efectos del RIC
sobre la arritmogénesis. Asi, un estudio reciente, realizado en un modelo de
isquemia-reperfusién en corazon de rata in situ, demostré una reduccion en la
incidencia de arritmias ventriculares durante la reperfusion 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 observé 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 metabdlicos, GIK habia demostrado, en
un modelo canino, ser capaz de reducir la incidencia de fibrilacién ventricular
durante la isquemia, pero no durante la reperfusion, en parte debido a una
accién antagonizante de la actividad adrenérgica (Brooks et al., 1981). De igual
forma, estudios posteriores también observaron una reduccion en la incidencia
de arritmias ventriculares en cerdos sometidos a paro cardioplégico y
reperfusion, y tratados con GIK (Lazar et al., 1995). Sin embargo, un reciente
meta-analisis de 38 ensayos clinicos no fue capaz de observar diferencias en la
incidencia de fibrilacion auricular o ventricular, tras la administracién de GIK, en
pacientes sometidos a cirugia coronaria de bypass o a intervenciones
coronarias percutaneas (Ali-Hassan-Sayegh et al., 2015). Estos ultimos datos
estarian en concordancia con nuestros resultados, en los que la administracion
unicamente de GIK fue incapaz de modificar la incidencia de arritmias
ventriculares malignas. Finalmente, y que nosotros conozcamos, un unico
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 duracion
de las arritmias ventriculares durante la isquemia en ratas anestesiadas (Kai et

al., 2013). Por el contrario, en nuestro trabajo, cuando Unicamente se
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administré exenatida, ésta no modificd la aparicion de arritmias ni durante la
isquemia, ni durante la reperfusion.

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-
reperfusion miocardico. Por el contrario, fue cuando estos fueron combinados,
especialmente en el caso de RIC+GIK, cuando observamos una reduccion en
el numero de TV durante la reperfusién, en el tiempo en arritmia y en el numero
de TV sostenidas. Ademas, el analisis jerarquizado demostré que la terapia
combinada fue mas efectiva reduciendo la incidencia de arritmias durante la
reperfusion que los grupos restantes (administracion de un unico tratamiento o
de ninguno). Este hecho indicaria que sélo cuando los tratamientos son
combinados es posible alcanzar el umbral necesario para obtener proteccién
antiarritmica, lo cual apoyaria la utilidad de esta combinacion de tratamientos
en el entorno clinico. Puesto que la proteccion contra el infarto no se traduce
necesariamente en proteccion contra las arritmias ventriculares malignas, sino
que incluso puede dar lugar a efectos proarritmicos (Rodriguez-Sinovas et al.,
2009; Sanchez et al., 2011), siempre deberia considerarse como una prioridad,
de cara a la posible traslacion de cualquier estrategia terapéutica investigada,
el analisis de sus efectos sobre esta importante variable clinica.

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

Tanto la insulina como el GLP-1 desempefian papeles clave en varios
aspectos del metabolismo cardiovascular, promoviendo la captacién de glucosa
y su utilizacién mediante la glucdlisis (Nikolaidis et al., 2004; Bertrand et al.,
2008), y ambos se han asociado con efectos cardioprotectores (Maroko et al.,
1972Db; 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 miocardico, asi como del contenido de creatina fosfato y glucégeno
(Bertrand et al., 2008). Por otro lado, la proteccién inducida por GLP-1 ha
resultado ser sensible a yodoacetato, lo que sugiere estimulacion de la
glucdlisis, y se ha asociado con la activacion de la enzima glucolitica
fosfofructoquinasa-2 (Huisamen et al., 2008). Los datos obtenidos mediante
RMN en nuestro estudio confirman que tanto GIK como exenatida actuan sobre
el metabolismo cardiaco, y que comparten una huella metabdlica comun,
distinta a aquella que presentan las muestras obtenidas de cerdos control y de
los tratados con RIC.

1.4 GIK SENALIZA A TRAVES DE AKT Y STAT3

La unién de la insulina a sus receptores induce la activacion de la
actividad tirosina quinasa de las subunidades B, lo que lleva a la
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autotransfosforilacion del receptor y a la fosforilacion de determinadas dianas
posteriores, incluyendo las vias PI3K-Akt y MAPK (Bertrand et al., 2008). PI3K
y Akt son los componentes principales de la cascada prosupervivencia RISK,
que incluye proteinas quinasas como Akt, ERK1/2 o GSK3p, con efectores
finales a nivel mitocondrial (Bertrand et al., 2008). La activacion de Akt también
puede conducir a un incremento en el acoplamiento y activacién de eNOS, con
la consiguiente activacion de la via del GMPc/PKG (Abdallah et al., 2006;
Bertrand et al., 2008), que a su vez puede actuar sobre el reticulo
sarcoplasmatico, reduciendo la hipercontractura (Abdallah et al., 2006). Asi
pues, nuestra presente investigacion esta en concordancia con estas
posibilidades, ya que los estudios de western blot han mostrado un incremento
en la activacién tanto de Akt como de eNOS en aquellos grupos tratados con
GIK, tanto en el area en riesgo como en el miocardio control. Asimismo, no se
puede descartar la intervencion de la via SAFE, ya que la activacion de STAT3
también se hall6é incrementada en el area en riesgo tras el tratamiento con GIK.
Por otro lado, se ha sugerido que la union de GLP-1 a sus receptores activaria
vias 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
extraidos a partir de nuestros western blot parecen descartar un papel
relevante de estas vias en los efectos cardioprotectores de la exenatida en
nuestro modelo, ya que soélo se observd un ligero aumento en la fosforilacidon
de eNOS en el area en riesgo de los grupos tratados con exenatida.

Como hemos mencionado, el analisis de los datos de los western blot
indic6 que las vias de sefalizacion activadas por ambos tratamientos
metabdlicos son diferentes, al menos en parte, ya que la exenatida no
incrementd la fosforilacion de Akt. A pesar de todo, estas diferencias en la
sefalizacion celular no son contradictorias con efectos metabdlicos similares,
ya que se ha descrito que la exenatida es capaz de estimular la captacion de
glucosa y el metabolismo por mecanismos independientes de Akt (Seufert and
Gallwitz, 2014). Por otro lado, el aumento del grado de fosforilacion de eNOS,
sin fosforilacion previa de Akt, en el area en riesgo de los grupos tratados con
exenatida, no es tarea facil de explicar. Una posibilidad es que eNOS pueda
ser activado también independientemente de Akt, como se ha sugerido en
cardiomiocitos hipertrofiados, donde su activacion implicaba a AMPK y a SIRT1
(Hernandez et al., 2014). Otra posibilidad es que ocurra una disociacion
temporal entre la activacion de Akt y la fosforilacion de eNOS, en el caso de la
exenatida. Nuestras muestras fueron tomadas a los 5 minutos de reperfusion,
pero no se puede descartar la activacion transitoria de Akt antes de ese tiempo.

Por otra parte, y dado que las intervenciones dirigidas a incrementar la
captacion de glucosa pueden tener un efecto sobre la funcidn mitocondrial
(Parra et al., 2014), y puesto que la inhibicion de la respiracion mitocondrial
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puede limitar el dafio por reperfusion en el miocardio (Chouchani et al., 2013),
en nuestro estudio decidimos examinar la tasa de respiracion mitocondrial en
mitocondrias aisladas obtenidas a partir de miocardio control y en riesgo de los
distintos grupos experimentales. Nuestros datos muestran que la infusién de
GIK, pero no la de exenatida, tuvo un efecto inhibidor sobre la respiracion
mitocondrial, a pesar de que ambos tratamientos compartian huellas
metabdlicas similares. Los efectos de la administracion de GIK se manifestaron
especificamente en la actividad respiratoria mediada por el complejo | y a nivel
de la region miocardica control.

Uno de los mecanismos potenciales que podria explicar la depresién
del consumo de oxigeno mitocondrial en los grupos tratados con GIK es la
nitrosacién postraduccional de las proteinas respiratorias (Chouchani et al.,
2013). La S-nitrosacion tiene lugar en un residuo de cisteina clave dentro de la
subunidad ND3 del complejo I, o a través de una reaccion directa del complejo
IV con NO (Sarti et al., 2012). En concordancia con esta hipdtesis, nuestros
resultados muestran un claro incremento en el estado fosforilado de eNOS
secundariamente al tratamiento con GIK, tanto en el area en riesgo como en la
region control. EI complejo | es una fuente importante de especies reactivas de
oxigeno en la reperfusion, y su inhibicién transitoria reduce el dano por
reperfusion (Chouchani et al., 2013). En particular, se ha observado que la S-
nitrosacion del complejo | mitocondrial aminora el dafio oxidativo y la necrosis
in vivo, al enlentecer la reactivacion de la respiracion mitocondrial durante los
primeros minutos de la reperfusiéon (Chouchani et al., 2013).

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

Estudios previos han demostrado que el superéxido generado durante
los primeros minutos de la reperfusion se combina con NO a gran velocidad,
generando peroxinitrito (ONOO") (Wang and Zweier, 1996). El peroxinitrito
puede reaccionar con diferentes dianas biolégicas de la célula y, ademas,
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 inhibicion de la sintesis de peroxinitrito, y el uso de secuestradores
del mismo o de catalizadores de su descomposicion, se han asociado con una
reducciéon del dafo por reperfusion en diferentes modelos experimentales
(Yang et al., 2012). Recientemente, nuestro grupo ha demostrado que la
atenuacion del estrés oxidativo durante la reperfusién, con la subsiguiente
preservacion de la via 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 recibid
RIC, indicativo de wuna atenuacion en la oxidacion de eNOS vy
tetrahidrobiopterina.

Por otra parte, estudios previos han asociado la proteccion por RIC con
la activacion de la via RISK. Asi, Hausenloy y colaboradores demostraron un
incremento en la fosforilacién de Akt, 5 minutos después de la reperfusion, en
el grupo de cerdos sometidos a 60 minutos de isquemia tratados con RIC,
siendo la proteccion 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 ningun tipo de activacion de la via RISK (ni de la
via SAFE) en las muestras de los animales tratados con RIC. En cualquier
caso, si fuimos capaces de detectar diferencias importantes en los mecanismos
de accion de los distintos tratamientos, que pueden explicar la aparicion de
efectos protectores aditivos. Tomado todo ello en consideracion, el analisis de
nuestros resultados sugiere que los mecanismos responsables de la
cardioproteccion inducida por los tratamientos investigados son los que
aparecen en la figura 46.

REPERFUSION

N - W i

Captacion
de glucosa

1 Cambio

ONOO- metabdlico
! PKG\ /
R. Sarcoplasmico<—>Mitocondria R. Sarcoplasmico <> Mitocondria
v v v
Muerte Celular Cardioproteccion

Figura 46. Efectos de RIC, GIK y exenatida sobre diferentes vias de cardioproteccién. RIC
reduce de forma notable el nivel de estrés oxidativo, determinado mediante el grado de
nitrotirosinacion de las proteinas tisulares. Por otro lado, GIK comparte con exenatida sus
efectos moduladores del metabolismo miocardico de la glucosa, y ademas ejerce un efecto
destacado sobre el eje Akt-eNOS (via RISK). BH4, tetrahidrobiopterina. eNOS, 6xido nitrico
sintasa endotelial. NO, éxido nitrico. ONOO-, peroxinitrito. PKG, proteina quinasa G. RIC,
condicionamiento isquémico remoto. Tomado de (Alburquerque-Béjar et al., 2015).
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1.6 FOSFORILACION DE LA Cx43 MIOCARDICA

La Cx43 miocardica desarrolla un papel clave en la propagacion del
impulso cardiaco y en la arritmogénesis. Asi, la deficiencia de esta proteina en
diferentes modelos de ratdn transgénicos, bien sea mediante una reduccion en
el numero total de canales que forman las gap junctions, bien mediante una
reduccion en su conductancia, se ha asociado con una alta incidencia de
arritmias ventriculares durante la isquemia-reperfusion (Sanchez et al., 2011).
La regulacion de la conexina no es del todo conocida pero se sabe que
depende, entre otros factores, de su estado de fosforilacion (Solan and Lampe,
2009). Ademas, se ha demostrado que la Cx43 es desfosforilada durante la
isquemia miocardica, un efecto que se ha correlacionado con la aparicién 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; Rodriguez-Sinovas and Cinca, 1999). Hipotéticamente, por
tanto, una mejor preservacion de la fosforilacion de la Cx43, que incrementaria
el acoplamiento eléctrico, podria explicar la menor incidencia de arritmias en
los grupos que recibieron tratamiento combinado. Sin embargo, el analisis de
nuestros western blot indica que la Cx43 no mostré ningun tipo de atenuacién
en su desfosforilacion tras la isquemia, en ninguno de los grupos de
tratamiento, excluyéndose, por tanto, que una mejora en la comunicacion
intercelular mediada por Cx43 pueda jugar un papel en la proteccion contra las
arritmias ventriculares observada en nuestro estudio. Sin embargo, los analisis
de los niveles de Cx43 y su estado de activacion se realizaron en muestras
obtenidas a los 5 minutos de la reperfusion, lo cual no permite descartar que, a
tiempos de reperfusion mas largos, el nivel de fosforilacion de la Cx43 se
recupere antes en los grupos con menos arritmias. De hecho, asi se ha visto en
un reciente estudio in vivo realizado en corazon de rata, donde el RIC logro
conservar la fosforilacion de Cx43 a las 2 horas de la reperfusion
(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 clinico, la aplicacién
de tratamientos al inicio de la reperfusion es mas factible que su aplicacién
antes de la reperfusion, en particular en pacientes con SCAEST. Sin embargo,
varios estudios previos han demostrado que es posible la aplicacion de
estrategias cardioprotectoras durante el transporte del paciente en la
ambulancia, o durante procedimientos previos a la revascularizacion de la
arteria coronaria. De hecho, en este trabajo, hemos utilizado protocolos
idénticos a los de aquellos ensayos clinicos piloto que mostraron proteccion. En
el estudio de Botker y colaboradores, la maniobra de RIC se aplicé pronto tras
el inicio de los sintomas, durante el periodo del transporte hacia el hospital en
la ambulancia, y antes de la reperfusion (Botker et al., 2010). De una forma
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similar, y para asegurar la administracion del farmaco lo mas tempranamente
posible, en el ensayo IMMEDIATE, la solucion de GIK se suministré durante el
transporte hacia el hospital, mucho antes de la reperfusion (Selker et al., 2012),
mientras que la exenatida se dio 15 minutos antes de la reperfusion (Lonborg et
al., 2012b). Asi, 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 farmacos 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 numero de ciclos de RIC mas alla de 4, no se ha asociado
previamente con un incremento significativo en el miocardio salvado en ratas
sometidas a oclusion coronaria transitoria (Xin et al., 2010). Del mismo modo,
las dosis y protocolos de la administracién 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, implicd el uso de propofol como anestésico, un farmaco que se ha
descrito que interfiere con la cardioprotecciéon ejercida por RIC, en pacientes
sometidos a cirugia 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 tamafo del infarto como las incidencia
de taquiarritmias ventriculares malignas. Por este motivo, podriamos esperar
un mayor efecto cardioprotector de RIC en ausencia de propofol. Los efectos
del RIC observados en este estudio estan, en cualquier caso, en linea con los
encontrados en ensayos clinicos (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 investigacion
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 oclusion de una arteria femoral seguidos de reperfusion),
adquiriendo muestras sanguineas en situacion basal y tras la maniobra. A partir
de las mismas se obtuvieron dializados plasmaticos que se administraron en un
modelo de corazon aislado de raton, que fue, a su vez, sometido a isquemia
global seguida de reperfusion. Asi, observamos que los dializados post-RIC
consiguieron reducir el tamafio 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 reperfusion. En
un intento de averiguar cual era el mecanismo de la proteccidon observada,
analizamos las muestras plasmaticas mediante espectroscopia de 'H-RMN.
Asi, el analisis discriminante de los espectros obtenidos permitié demostrar que
las muestras basales y post-RIC podian diferenciarse entre si, 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 raton en el
modelo de Langendorff. Algunos corazones fueron pretratados, antes de la
isquemia, con los dializados plasmaticos conteniendo, ademas, estricnina, un
antagonista del receptor de glicina. La estricnina fue capaz de abolir el efecto
cardioprotector de los dializados post-RIC sobre el tamano del infarto, lo cual
sugeriria, por tanto, que la glicina estaria involucrada, al menos en parte, en la
cardioproteccion por RIC. Por el contrario, la administracién de succinato,
afiadido a la solucion de Krebs, durante los 30 minutos previos a la isquemia
global, no imit6 el efecto protector del plasma post-RIC, indicando que este
metabolito no participa en los efectos observados.

2.1 LOS DIALIZADOS PLASMATICOS PORCINOS POST-RIC SON
METABOLICAMENTE DISTINTOS A LOS BASALES

A pesar de que todavia se desconocen los mecanismos por los que el
RIC es capaz de proteger al corazén frente al dafio por isquemia-reperfusion, si
se conoce la implicacion, al menos en parte, de una via humoral (Heusch et al.,
2015). Estudios previos han demostrado que la cardioproteccion podria
deberse a moléculas circulantes, termosensibles y de peso molecular menor de
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15 kDa, que mantendrian su efecto protector incluso entre especies diferentes.
Asi, 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 analisis de los cambios
metabdlicos miocardicos asociados a la proteccion contra el dafo por
isquemia-reperfusién (Valls-Lacalle et al., 2016). En nuestro trabajo hemos
utilizado esta técnica para tratar de esclarecer qué factores humorales podrian
estar desempefiando un papel protector. Asi, tras dializar las muestras de
plasma obtenidas, las analizamos mediante espectroscopia de 'H-RMN.
Ademas de observar que, efectivamente, las muestras plasmaticas basales y
post-RIC son metabdlicamente 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 PLASMATICO PORCINO OBTENIDO TRAS LA
MANIOBRA DE RIC REDUCE EL TAMANO DEL INFARTO EN CORAZONES
AISLADOS DE RATON CUANDO SE ADMINISTRA PREVIAMENTE A LA
ISQUEMIA, PERO NO AL INICIO DE LA REPERFUSION

Estudios experimentales previos han demostrado que ciertos factores
presentes en la circulacion, cuya liberacion es producida por la maniobra de
RIC, son capaces de ejercer cardioproteccidon sobre otros corazones sometidos
a isquemia-reperfusion, de la misma o de diferentes especies (Dickson et al.,
1999; Shimizu et al., 2009). Asi, Merlocco y colaboradores describieron que la
administracién de dializado plasmatico procedente de conejos y de humanos
voluntarios sanos, sometidos al estimulo de RIC, resulté en una reduccion del
tamano del infarto en corazones aislados de raton, 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 plasmatico
proveniente de cerdos sometidos a la maniobra de RIC fue capaz de reducir el
tamano del infarto y la liberacién de LDH en corazones aislados de ratdn,
perfundidos en un sistema de Langendorff.

Hasta el momento, todos los estudios realizados sobre la capacidad de
transferir la proteccion por RIC entre 6rganos y especies distintas se habian
realizado administrando los dializados plasmaticos previamente a la isquemia
del érgano receptor (Dickson et al., 1999; Shimizu et al., 2009; Merlocco et al.,
2014). Ahora bien, desde el punto de vista clinico, en pacientes con infarto
agudo de miocardio seria mas interesante aplicar cualquier tratamiento en el
momento de la reperfusion. Sin embargo, hasta ahora no se habia investigado
la eficacia de la administracion de los dializados plasmaticos post-RIC en el
momento de la restauracion del flujo. En el presente trabajo hemos demostrado

que la administracion de dializados plasmaticos post-RIC durante los primeros
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minutos de la reperfusidén no es capaz de ejercer ningun efecto beneficioso
sobre el dafo por isquemia-reperfusién, cuando los resultados se comparan
con los obtenidos en el grupo control, tratado con dializado plasmatico basal.
Estos datos podrian sugerir que, en el caso de la administracion durante la
reperfusion, o bien la concentracién necesaria para alcanzar un efecto protector
habria de ser mas alta (hay que recordar que al dializar el plasma en un
volumen 10 veces mayor, los metabolitos quedan diluidos respecto a su
concentracion en la sangre), o bien que el mecanismo protector observado en
estudios previos (Andreka et al., 2007; Schmidt et al., 2007) no seria de tipo
humoral. De hecho, en un reciente estudio realizado en un modelo de rata in
vivo, Mastitskaya y colaboradores proponen que la inervacion vagal del
corazon desempefaria un papel critico en la cardioproteccion mediada por
RIC, y que la produccion y liberacion de un factor protector circulante estaria
bajo control del sistema parasimpatico (Mastitskaya et al., 2016). Aun mas,
ambos mecanismos, humoral y nervioso, podrian estar, en realidad,
interconectados. Asi, Jensen y colaboradores demostraron que el efecto
protector frente al dafo por isquemia-reperfusion del dializado plasmatico post-
RIC obtenido de voluntarios sanos, y observado en corazones aislados de
conejo, cuando se administraba antes de la isquemia, desaparecia si los
pacientes presentaban neuropatia periférica (Jensen et al., 2012).

2.3 MECANISMOS HUMORALES IMPLICADOS EN LA
CARDIOPROTECCION POR PRETRATAMIENTO CON DIALIZADOS
PLASMATICOS POST-RIC

Como hemos mencionado anteriormente, el analisis de los dializados
plasmaticos mediante 'H-RMN desvelé una elevacion significativa en los
niveles de ciertos metabolitos, como la glicina o el succinato, en aquellas
muestras plasmaticas porcinas tomadas con posterioridad a la maniobra de
RIC. Estudios previos han demostrado que el aminoacido glicina puede ejercer
un efecto protector frente al dano por isquemia-reperfusion, en diferentes tipos
celulares, desarrollados en diversos modelos animales, Asi, un estudio de
Sommer y colaboradores demostré que la infusion de glicina, previa a un
protocolo de isquemia-reperfusion, producia una mejora en la viabilidad
mitocondrial en pulmén de rata (Sommer et al., 2012). Asi mismo, el
pretratamiento con glicina aumenta el flujo sanguineo portal y la produccién de
bilis, y mantiene la actividad citocromo oxidasa en un modelo de isquemia
lobular hepatica realizado en conejos (Sheth et al.,, 2011). Los efectos
beneficiosos parecen persistir incluso cuando la glicina se administra a dosis
bajas, que resultan sélo en una concentracion plasmatica ligeramente por
encima de lo normal, como se ha observado en un modelo de isquemia-
reperfusion intestinal en rata (Petrat et al.,, 2011). En cuanto al tejido
miocardico, la glicina también logro reducir la muerte celular en cardiomiocitos
HL-1 y en corazones aislados de rata sometidos a hipoxia y reoxigenacion

147



DISCUSION

(Ruiz-Meana et al., 2004), al ser administrada durante esta ultima fase. Por
todo ello, tratamos de investigar si la glicina podia estar involucrada en los
efectos protectores de los dializados post-RIC cuando se administraban antes
de la isquemia a corazones aislados de ratén. Asi, el bloqueo de sus
receptores con estricnina abolio el efecto protector observado, no detectandose
diferencias ni en el tamafo del infarto ni en la liberacién de LDH entre los
corazones control y los tratados. Estos datos sugieren, por tanto, que la
cardioproteccion observada tras el pretratamiento con dializados plasmaticos
post-RIC puede ser debida, en parte, a la activacion de los receptores de
glicina.

Por otra parte, los niveles de succinato tras los ciclos de RIC también
se encontraron aumentados en el plasma sanguineo porcino. Con el fin de
encontrar una relacion entre este aumento en su concentracion y la
cardioproteccion ejercida por los dializados plasmaticos, realizamos un
experimento adicional en corazones aislados de raton. Durante los 30 minutos
previos a la isquemia-reperfusion global, a un grupo de corazones (control) les
administramos la solucion de Krebs habitual, mientras que en el grupo de
tratamiento el Krebs fue suplementado con una concentracién de succinato
igual a la hallada en los estudios de 'H-RMN en el plasma post-RIC.
Desafortunadamente no encontramos diferencias significativas entre ambos
grupos, con lo que la cardioproteccion, al menos a este nivel, no parecid
implicar la presencia de succinato. Estudios previos han descrito que el
succinato es un marcador universal de isquemia (al igual que ocurriria con el
lactato), y que sus concentraciones aumentan de forma marcada en todos los
tejidos sometidos a esta condicion (Chouchani et al., 2014; Valls-Lacalle et al.,
2016). Los resultados de este trabajo apoyarian que el succinato es,
simplemente, una consecuencia de la propia isquemia tisular (Chouchani et al.,
2014), que se ve reflejada a nivel plasmatico.

2.4 LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Gracias a la técnica de RMN, hemos sido capaces de cuantificar un
numero limitado de metabolitos. Sin embargo, la capacidad de distinguir un
numero mayor de moléculas viene delimitada por el campo magnético del iman
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 concentracion de
0.1 mM en la muestra no sera detectado. De hecho, la espectroscopia de
masas es, por ejemplo, una técnica mucho mas sensible que la RMN (hasta un
rango de picomolar), lo cual hace de ella una herramienta muy util para la
deteccion de metabolitos individuales que podrian actuar como biomarcadores
(Crutchfield et al., 2016). Asi 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 manipulacion. 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 tamafio no habremos sido capaces de observarlas,
como es el caso de las vesiculas extracelulares (exosomas), que podrian
contener sefales 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
combinacién, sobre el dano por isquemia-reperfusion en un modelo de
corazén 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 tamafio del infarto en un
modelo porcino in situ de oclusion transitoria de la arteria coronaria DA.

1.2 La combinacion de RIC y tratamiento metabdlico es mas eficaz
limitando el tamafo 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 oclusion transitoria de la arteria coronaria DA.

2. Mecanismos implicados en la proteccion por RIC, GIK o exenatida, y
por la terapia combinada, sobre el daio por isquemia-reperfusiéon

2.1 La proteccion por exenatida no esta relacionada con una mayor
liberacion de la insulina.

2.2 El perfil metabdlico 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 metabdlica
similar a la de los grupos GIK y exenatida.

2.3 El area en riesgo presenta una menor activacion de Akt, STAT3 y
eNOS, y un incremento en la fosforilacion de ERK1/2, GSK3p y p38 MAPK, con
respecto al miocardio control.

2.4 El tratamiento con GIK, s6lo o en combinacién, incrementa el grado
de activacion de la proteina quinasa Akt y de eNOS, tanto en el area en riesgo
como en la region control. Asi mismo, GIK induce una mayor activacion de
STAT3 en el area en riesgo.

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

2.6 El tratamiento con RIC disminuye el estado de nitrotirosinacién de
las proteinas, lo cual indica una reduccién en el estrés nitro-oxidativo.

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

3.1 El dializado plasmatico procedente de muestras sanguineas
porcinas tomadas en estado basal es metabdlicamente distinto al dializado
obtenido tras aplicar un protocolo de RIC.

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

3.3 La proteccion inducida por el pretratamiento con dializado
plasmatico porcino, obtenido tras la maniobra de RIC, en corazones aislados
de ratdon es dependiente, al menos en parte, de la activacion de receptores de
glicina.

3.4 El succinato no participa en la proteccion por RIC en corazones
aislados de raton.
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CONCLUSIONES

La terapia que combina RIC con tratamientos que actuan sobre el
metabolismo cardiaco de la glucosa (GIK y exenatida) otorga proteccion aditiva
frente al dafno por reperfusién (tanto sobre el infarto como sobre las arritmias de
la reperfusion), en un modelo porcino in situ de oclusion transitoria de la arteria
coronaria descencente anterior. Estos efectos aditivos se deben,
probablemente, a que RIC, GIK y exenatida inciden sobre diferentes vias
cardioprotectoras: RIC, reduciendo el estrés nitro-oxidativo; GIK, aumentando
la activacién de Akt y eNOS, y tanto GIK como exenatida, provocando un
cambio metabdlico. Por otro lado, la maniobra de RIC libera un factor humoral
capaz de ser transferido y de ejercer cardioproteccion, cuando se administra
antes de la isquemia, pero no durante la reperfusiéon, en un modelo de
isquemia-reperfusién en corazon aislado de raton. La glicina es, al menos en
parte, responsable de esta cardioproteccion ejercida por el RIC.
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