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1. ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR. INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) se definen como un grupo de
condiciones que afectan al corazén y a los vasos sanguineos. A pesar de la tendencia
decreciente mostrada en las tres ultimas décadas en los paises desarrollados, en la
actualidad, las ECV en su conjunto, son la principal causa de mortalidad y
hospitalizacion en la poblacién espanola. Las tres principales ECV son, la enfermedad
cardiaca isquémica, la enfermedad cerebrovascular y la insuficiencia cardiaca, que, en

conjunto, son responsables del 74% de la mortalidad por causas vasculares (Figura 1).

Figura 1. Mortalidad proporcional por
las principales ECV en Espaiia. En rojo
insuficiencia cardiaca, en verde
enfermedades cerebrovasculares, en
azul enfermedades isquémicas del
corazon y en violeta el resto de
enfermedades cardiovasculares.

Aunado a esto, la enfermedad cardiaca isquémica y la enfermedad cerebrovascular
constituyen, respectivamente, la tercera y cuarta causa de pérdida de afios de vida
ajustados por discapacidad (1). Estas ocurren de manera subita cuando un vaso
sanguineo que aporta sangre al corazén o al cerebro queda obstruido. La causa mas
frecuente es la formacién de depdsitos de grasa en las paredes de los vasos sanguineos

que irrigan el corazén o el cerebro.

1.1 Cardiomiopatia isquémica

La isquemia cardiaca se define como la situacion en la que el corazdn recibe un
aporte sanguineo inadecuado para mantener sus funciones esenciales, con la
consecuente carencia de oxigeno. Los tejidos bioldgicos necesitan obtener energia
para sobrevivir a partir del metabolismo de moléculas que posee el propio organo
como reserva, o de moléculas que llegan a las células por la circulacién sanguinea,
donde el oxigeno juega un papel importante. En el caso del tejido miocardico, la
funcién es estrictamente dependiente de la irrigacion sanguinea dado que, en su
caracter de 6rgano altamente aerobio, el corazdn posee una escasa reserva energética

en caso de deficiente aporte sanguineo.
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1.1.1.- Causas de la cardiopatia cardiaca

El mecanismo fisiopatoldgico que con mas frecuencia subyace a la isquemia
miocardica es la obstruccion parcial o total de una arteria coronaria por un trombo
provocado por la rotura o erosién de una placa de ateroma preexistente en la luz
arterial, produciendo complicaciones clinicas secundarias a la isquemia o necrosis
miocdrdica (2,3). El tipo y grado de oclusion (total o parcial) y la duracién de la
isqguemia producida por la trombosis aguda coronaria determinan la extensién del
tejido necrosado o isquémico y la severidad del evento agudo. Esta patologia
representa un proceso prolongado, caracterizado por un aporte sanguineo

insuficiente.

1.1.2.- Formacion de la lesion miocdrdica.
Inicialmente, el estrechamiento —en forma de placas aterosclerdticas—, de las
arterias coronarias puede ser lo suficientemente grave como para ocasionar una

angina estable cuando hay esfuerzo o estrés (Figura 2).

Figura 2. Aterosclesoris. Enfermedad de la capa

Arteria Arteria

normal estrechada media e intima de las arterias que consiste en
Efc"rﬁckmi‘ acumulacion de colesterol que genera una
reaccion inflamatoria y da como resultado las
Flaca placas de aterosclerosis que producen

endurecimiento de la pared de las arterias y otro
tipo de lesiones a largo plazo en el endotelio

:j:“J':‘ vascular. Los lugares mds frecuentes donde se
sangre pueden desarrollar placas de aterosclerosis son:

arterias que tienen mayor turbulencia y donde
hay bifurcaciones; aorta, arterias renales,
cerebrales, coronarias, poligono de Willis,
miembros inferiores.

Sin embargo, este estrechamiento en algunas ocasiones puede ser
asintomatico. Por razones que aun no se conocen bien, las placas alcanzan un punto en
el que se rompen. Bajo estas circunstancias se puede formar un tapén compuesto por
plaguetas y codgulos sanguineos haciendo que un vaso sanguineo ya estrecho se

vuelva mas susceptible de bloguearse por completo. Esta situacion inestable puede
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progresar a una oclusién completa del vaso, con infarto del musculo cardiaco (ataque
cardiaco).

El infarto agudo de miocardio (IAM) es un problema sanitario de primer nivel. Si
bien su mortalidad en la fase aguda se ha reducido en los Ultimos afios, su prondstico a
medio y largo plazo sigue siendo malo debido a la repercusién estructural y funcional
gue conlleva la necrosis miocardica. Tras el IAM, se ponen en marcha una serie de
mecanismos de reparacioén local en el tejido infartado, fundamentalmente inflamacién
y fibrosis, que condicionan un riesgo de arritmia ventricular y de deterioro de la
funcion miocardica sistdlica y diastdlica, asi como otros en el tejido no infartado,
fundamentalmente fibrosis e hipertrofia, con una funcién inicial compensadora pero
que en la evolucion conllevan cambios estructurales patolégicos y perdida de la
funcion cardiaca. Es por ello, que el IAM conlleva un elevado riesgo de muerte y
evolucion a insuficiencia cardiaca (IC), la cual se caracteriza por la incapacidad del
corazon para ejercer su funcién. La IC es un grave problema de salud publica que
afecta a cerca del 1% de la poblacion mayor de 40 afios y en torno al 10% en mayores
de 70 aiios. Es en la actualidad la patologia cardiovascular mds costosa en paises
industrializados (2% del presupuesto sanitario) y la primera causa de hospitalizacion en
adultos mayores de 60 afios. A pesar de los avances terapéuticos, tras su diagndstico el
riesgo de muerte al afo es del 20-50% segun la poblacidn, superior al de la mayoria de
canceres. Todo ello ha hecho que los sistemas sanitarios estén desarrollando sistemas
de atencidn especifica para esta entidad, y que se haya fomentado la investigacién en
esta drea. Por todo esto, existe una clara necesidad de nuevas estrategias que puedan
alterar la evolucion de la enfermedad, aliviar los sintomas y prolongar la vida del

paciente.

1.1.3.- Efectos metabdlicos en la isquemia

Se sabe que entre un 60-70% de la energia que utiliza el miocardio se obtiene
por oxidacion aerobia de acidos grasos mientras que el resto procede de la utilizacién
de carbohidratos, cuerpos ceténicos y aminodcidos. El principal efecto de la isquemia
miocardica es la disfuncién metabdlica de las mitocondrias causada por la disminucién
en la entrega de oxigeno a los tejidos, lo que causa una disminucién en la formacion de

ATP por la fosforilacion oxidativa (4). A los pocos segundos de interrumpirse el flujo
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coronario ya aparecen cambios fisiolégicos y bioquimicos caracteristicos de la
isqguemia. Ante la disminucion de la presencia de oxigeno, las células del musculo
cardiaco cambian los acidos grasos por la glucosa como combustible, se disminuye la
sintesis aerdbica de ATP en las mitocondrias y se activan la glucdlisis anaerobia. La
traduccién de estos hechos es la rdpida extincién de fosfatos de alta energia y el
aumento del lactato a nivel tisular. Puesto que la demanda de energia de los
cardiomiocitos supera a la energia obtenida a partir de la glucélisis anaerdbia, el ATP
gue queda disponible es rapidamente hidrolizado por las multiples ATPasas implicadas
en la actividad contractil y en el mantenimiento de la homeostasis iénica y en
consecuencia los niveles de ADP y Pi se acumulan. Este ultimo es el principal
responsable del fallo contractil total que se instaura durante los primeros segundos de
isquemia. La acumulacién de catabolitos, como el lactato y H+ provenientes de otras
vias hace que el pH descienda rapidamente hasta valores de acidosis severa con lo que
se inhibe la glucolisis anaerobia y se produce un aumento dramatico de la osmolaridad
intra y extracelular, causando edema intracelular. Al mismo tiempo, la reduccién de los
niveles de ATP propicia un fracaso para mantener el potencial de membrana y un fallo
de la funcién cardiaca que conducen a la muerte celular. Para contrarrestar la acidosis
derivada de la puesta en marcha de la glucdlisis anaerébia se activan los sistemas de
transporte idnico del sarcolema que van asociados a una entrada de Na+ al interior de
la célula (5), como el intercambiador Na+/H+ y el cotrasportador de Na+/HCO3-. Todos
estos fendmenos hacen que la concentracidon de Na+ comience a elevarse después de
algunos minutos de isquemia. Ademas la caida ATP y la disminucion en el pH
intracelular, induce un aumento neto de Ca2+ en el citosol atribuido
fundamentalmente a un fallo de la bomba Ca2+-ATPasa del reticulo sarcoplasmico

(SERCA 2a) (figura 3).
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Figura 3. Sistemas que controlan el Ca**

citosdlico en el cardiomiocito. Los aumentos del

3 2 . s
> i s Ca?* citosdlico se producen por entrada de Ca?
jz‘ ﬁ. desde el medio externo (ME) a través de canales
3 g especificos de la membrana plasmatica o por

salida de Ca** almacenado en el RS/RE a través
de los receptores de rianodina (RyR) y de IP3
(IPsR). El intercambiador Na*/Ca%* mitocondrial
(MNCX) y el PTP también provocan aumentos del
Ca?* citosélico. Los descensos de la concentracion
del Ca?* citosdlico se producen por intervencién
de las bombas PMCA y SERCA, el intercambiador
Na*/Ca%* de la membrana plasmatica (NCX) y el
uniporte de Ca?* de la mitocondria.

Proteinas de
unidn a Ca

Chaperona de

unidn a C3

Estudios recientes han caracterizado el mecanismo de acoplamiento de energia
y el de inhibicion de SERCA 2a, una proteina clave en la regulacion intracelular de Ca2+.
Usando microsomas aislados de musculo esquelético de conejo, han determinado que
una disminucién en el pH del medio de ensayo afectaba no solo al transporte de Ca2+
hacia el interior del reticulo sarcoplasmico, sino también a la actividad SERCA 2a (6).
Este enzima/transportador induce la relajacion diastdlica del miocardio y su alteracién
funcional se ha relacionado con la cardiomiopatia dilatada y el fallo cardiaco
congestivo. El Ca2+ constituye el principal determinante de la contractilidad cardiaca 'y
los mecanismos que regulan su concentracién intracelular controlan la fuerza de
contraccion (sistole) y relajacion (didstole). La sefial de Ca2+ en los cardiomiocitos
sufre variaciones fisiolégicas relacionadas con el ciclo de sistole-diastole. Cuando la
elevacidon de Ca2+ intracelular es mas pronunciada y permanente produce efectos
patolégicos (7,8). En otros estudios se ha determinado que la sobre-expresion de
canales de Ca2+ aumenta la entrada de Ca2+ externo produciendo hipertrofia cardiaca

y apoptosis (9).

1.1.4.- Efectos estructurales de la isquemia
Después de un episodio isquémico, el tejido miocardico puede recuperarse si se
restaura el flujo sanguineo en un intervalo de 15 a 20 minutos y, puesto que no se ha

detectado ninguna lesidon estructural, es posible pensar que las células son capaces de
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mantener su integridad hasta dicho limite. Transcurrido este tiempo se ha consumido
todo el glucdgeno celular, apareciendo alteraciones estructurales de gran importancia,
tales como que las miofibrillas sufren un estiramiento excesivo y el sarcolema
desarrolla areas de separacién. También es evidente la presencia de lesiones en la
membrana celular. Si se produce una reduccidn significativa de los compuestos de alta
energia, necesarios para mantener el equilibrio iénico de la membrana, las células
acumulan sodio y pierden potasio; como consecuencia, se produce una entrada
excesiva de iones cloruro que se acompana de hinchazén celular, llegando

finalmente a la lisis y muerte de la célula. Si el episodio isquémico es eliminado en este
momento vy el tejido miocardico recupera su irrigaciéon sanguinea, se desarrolla un

proceso de contractura.

2. INFLAMACION

El infarto de miocardio se asocia con una respuesta inflamatoria local, que a
priori es requisito imprescindible para la curacién del tejido dafiado y la formacion de

la cicatriz (10-12).

2.1. Activacion de la respuesta inflamatoria tras el dafio miocdrdico

Como se describié anteriormente, la oclusion de la arteria coronaria reduce de
forma critica el flujo de sangre a una zona concreta del miocardio, modificando de
manera notable el metabolismo energético de la zona afectada (véase pagina 5). Esta
condicidon isquémica —falta de nutrientes y oxigeno—, induce la muerte de las células
afectadas. Aunque el mecanismo predominante de muerte en los cardiomiocitos en el
corazdn infartado es por oncosis, se han descrito otros procesos de muerte celular
—que no implican inflamacién—, muerte celular por apoptosis (7,8). Las células que
mueren por oncosis, a diferencia de las que mueren por apoptosis, liberan su
contenido intracelular —literalmente “estallan”— al medio extracelular lo que induce
una intensa respuesta inflamatoria circundante mediante la activacién de mecanismos
inmunes innatos.

En las oclusiones de coronarias de tan solo 5 min, se observan anomalias
funcionales del miocardio reperfundido durante solo 24-48 h. Estas anomalias no
suponen una lesion letal y el miocardio isquémico se recupera en ultima instancia. Esta

7
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anormalidad funcional transitoria “miocardio aturdido” aunque se relaciona con la
formacion de especies con oxigeno reactivo (13,14), muestra poca o ninguna evidencia
de una reaccién inflamatoria. Por el contrario, cuando el periodo de isquemia se
prolonga en el tiempo si que se produce una respuesta inflamatoria local; esta
respuesta aumenta si el tejido isquémico es reperfundido.

La primera evidencia experimental que demostré que la inflamacion puede
expandir la lesidn miocardica vino como resultado de la aplicacién de estrategias anti-
inflamatorias en modelos animales de isquemia miocardica y reperfusidon; La
administracion sistémica de corticosteroides disminuye el tamafio del infarto en un
modelo canino de infarto de miocardio (15). Esta evidencia llevé a un estudio clinico
usando metilprednisolona en pacientes con infarto agudo de miocardio, lo que dio
lugar a resultados catastroficos, aumento de la incidencia de arritmias ventriculares e
incremento significativo del tamano por infarto (16). Investigaciones posteriores
sugirieron que la administracion de corticosteroides inhibe el proceso inflamatorio por
disminucion del nimero de leucocitos infiltrantes, asi como el retraso de la curacion y
la deposicion de coldgeno en la zona dafiada (17). Existen evidencias que demuestran
gue la reperfusién mejora la reparacién de los tejidos y que este efecto esta mediado
por la mejora de la respuesta inflamatoria (18-20). Otros estudios han planteado la
posibilidad de desarrollar tratamientos especificos que sean capaces de mitigar la
lesion inflamatoria sin interferir con la cicatrizacién del miocardio tras infarto agudo de
miocardio; la reduccién de la generacién de factores quimiotacticos por el
agotamiento del complemento (21), o la administracién de inhibidores de Ia
lipoxigenasa (22) y antagonistas de leucotrieno B4 (LTB4) fueron capaces de reducir el
tamafio del infarto. El uso de otros procedimientos experimentales dirigidos a la
reduccion del nimero de neutréfilos, tales como el uso de anticuerpos anti-neutroéfilos
(23), neutrdéfilos ozono antimetabolitos (24) o filtros de neutréfilos (25) también
tuvieron éxito en la reduccién de lesiones relacionadas con isquemia en algunos
modelos experimentales. Asi mismo, el uso de quelantes de radicales libres, cuya
accién es la eliminacién de especies con oxigeno reactivo también fueron eficaces en la

reduccion de tamafio del infarto o la sensibilidad a la isquemia (26).
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Mas alld de su papel tradicional como un "sistema de alerta" contra
microorganismos patogenos, esta inmunidad innata también sirve como un sofisticado
sistema molecular que protege de "sefiales de peligro" por activacion de vias
inflamatorias. En el miocardio infartado se activan varias vias inmunitarias innatas,
entre las que se encuentra la activacién de la sefializacion a través del membrane-
bound toll-like receptor (27,28). La transduccion de la sefial de activacion de estas vias
inmunes innatas converge en la activacién del factor de transcripcion nuclear NF-kB
gue impulsa la produccién de citoquinas inflamatorias y quimioquinas. La activacién e
implicacion de este factor en lesidon cardiaca asi como su funcién se ha evaluado
recientemente (29). Estudios iniciales, usando modelos murinos de infarto de
miocardio, demostraron que el bloqueo de la actividad de este factor de transcripcion
reduce de forma significativa la extension del infarto (30). NF-kB se activa por un gran
numero de agentes, entre las que se incluyen varias citoquinas, como el TNF-a o la IL-
1B, asi como por radicales libres generados en la zona dafada. Este factor regula la
expresion de un gran numero de genes: los implicados en la respuesta inflamatoria,
adherencia celular asi como los implicados en el control de crecimiento celular (31).
Varios estudios han caracterizado, usando modelos experimentales de infarto de
miocardio, las fuentes y los mecanismos implicados en la activacidon de la cascada de
estas citoquinas (11,32). Esta establecida la implicacién de células mastociticas como
una fuente importante de citoquinas, quimioquinas y factores de crecimiento. Los
estudios llevados a cabo por el grupo de Gordon y Galli en 1990, usando un modelo
experimental murino, identificaron la liberacion de TNF-o desde las células
mastociticas peritoneales de estos animales (33,34). La presencia de TNF-co. en células
mastociticas caninas de forma constituiva, llevo a pensar que tras un infarto de
miocardio se produce la liberacion de TNF-a, siendo este el activador upstream de la
cascada inflamatoria. Usando modelos caninos de infarto de miocardio por oclusién de
las coranorias, varios grupos han demostrado que tras la ligacion, se produce la
liberacion de histamina y TNF-a (35). Ademas en estudios experimentales in vitro, se
ha demostrado que tras el dano se produce la degranulacién de las células
mastociticas y la liberacién de moléculas proinflamatorias. C5a, adenosina e incluso la
generacion de diferentes especies con oxigeno reactivo pueden ser los responsables

de la degranulacidn inmediata de las células mastociticas tras el dafio miocardico. Por
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otra parte, otros ensayos in vitro han mostrado la liberacion de IL-6 de células
mononucleares. De forma interesante, la incubacion de estas células con anticuerpos
gue neutralizan la accién de TNF-a bloquea la liberacién de IL-6. Estos ensayos
sugieren un papel importante de TNF-a. como un inductor de citoquinas. La
degranulacion de las células mastociticas, parece estar confinada al area danada y ahi
es donde se produce la liberacién de TNF-a que induce la expresion y liberacién de IL-6
por parte de células mononucleares infiltradas tras el dafno. Obviamente, el papel del
TNF-a en el escenario miocardico dafiado, es mucho mas complejo (36,37) y no se
encuadra solo como mero activador de la cascada de citoquinas. Otros estudios han
mostrado su implicacion en la fase de curacién. Aqui su localizacidon no esta restringida
al area dafiada o incluso a la zona en riesgo sino que se extiende a la zona del
miocardio no dafado.

La sefalizacion a través de Interleuquina (IL) -1, induce la sintesis de
quimioquinas en el miocardio infartado y estimula la infiltracion de leucocitos (38). El
procesamiento del precursor inactivo de IL-1 (pro-IL1B) por una proteasa llamada
caspasa 1, genera la forma activa de esta interleuquina. La actividad de caspasa 1 esta
fuertemente regulada por complejos multiprotéicos denominados inflamasomas;
Estas plataformas moleculares controlan la maduracion y el procesamiento de IL-1
(39). Parece que la acumulacion de especies con oxigeno reactivo asi como el
incremento del nivel de K*, desempefian un papel importante en la regulacion de la
actividad del inflamasoma en fibroblastos cardiacos sometidos a hipoxia/reoxigenacion
(40).

La liberacion de este tipo de citoquinas, asi como la presencia del factor de
crecimiento transformante B (TGF-B), el factor de necrosis tumoral a (TNF-a), factores
como el de crecimiento epidérmico (EGF) o el de crecimiento derivado de plaquetas

(PDGF) estimulan la sintesis y liberacién de metaloproteasas (MMP) (41,42).

2.2. Citoquinas. Desencadenantes de la produccion de reactantes de fase aguda

Las citoquinas son péptidos sefalizadores o mediadores quimicos que se
producen como respuesta a una agresion a un tejido, y causan la respuesta
inflamatoria (43). En la tabla 1 se enumeran los principales componentes de las
familias de citoquinas.

10
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TABLA 1. Grupos principales de citoquinas

Nombre del grupo Principales componentes
Interleuquinas IL-1 o 18

Interferones IFN-a, 3, v

Factores de necrosis TNF-a, 3

tumoral

Quimioquinas Linfotactina, MPC-1,IL8, RANTES,

proteina inflamatoria macrofagica 1 a
Factores estimulantes CSF para granulocitos, macréfagos
de la formacion de
coldnias (CSF)
Factores de Fibroblastico, derivado de plaquetas, epidérmico, similar a la
crecimiento (GF) insulina (insulin-like), transformador, eritropoyetina

En general, las citoquinas actuan a través de receptores de alta afinidad de la
superficie celular. La mayoria de citoquinas son moléculas multifuncionales que
ejercen diferentes acciones en las diferentes células sobre las que actudan. La accidn
que inducirdn variard a su vez segun sean las condiciones microambientales. Las
funciones de las citoquinas se solapan, siendo pocas las que tienen una Unica funcién.
Las citoquinas suelen actuar de forma local, ya sea autocrina o paracrina, pero alguna,
como la IL-6, tiene funciones endocrinas. La produccion de citoquinas, incluyendo las
proinflamatorias, es una respuesta fisioldgica a la lesion tisular. Su principal funcion es
la coordinacién de la eliminacion de microorganismos invasores y la eliminacién de
tejidos lesionados. De esta forma se evita la estimulacion excesiva del sistema inmune,
gue podria inducir reacciones de hipersensibilidad. Las citoquinas proinflamatorias que
inician la respuesta inflamatoria son la IL-1, la IL-6 y el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-ou). Estas moléculas suelen actuar en compaiiia de otras citoquinas como las IL-8,
10, 11, 12, 18 y el IFN- y. Ademas, cuando las citoquinas actuan se producen multitud
de mediadores de inflamacidn, ya sean proteicos como el fragmento del complemento
C5a, o lipidicos como el factor activador plaquetario. Estos mediadores tendran
acciones sinérgicas, induciéndose su produccion entre ellos, e induciendo Ila
produccién de otras citoquinas que frenaran o aumentardn las vias de autocontrol. Las

citoquinas también son responsables de la finalizacion correcta de la respuesta
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inflamatoria. A continuacién repasaremos brevemente el papel de alguna de estas

moléculas que estan relacionadas con la aterosclerosis:

2.2.1. Interleuquina 1

La mayoria de células nucleadas producen IL-1. Sin embargo, los principales
productores de IL-1 en la inflamacién son los macréfagos. La IL-1ay la IL-1 8 se unen a
dos tipos diferentes de receptores, el IL1RI (que se une mejor con IL-1 o que con
IL-1 B) y el ILIRIl (mejor con IL-1 B). El ILRI para IL-1 se encuentra en linfocitos T,
fibroblastos, células endoteliales y hepatocitos. Por su parte, ILRIl se encuentra en
linfocitos B, neutrdfilos y células de la médula dsea. Ademas hay algunos tipos
celulares que presentan ambos tipos de receptores. El antagonista natural de la IL-1 es
un antagonista del receptor de IL-1 (IL1Ra), que compite con IL-1 en la unidn con los
receptores de la superficie celular sin que desencadene las respuestas celulares tipicas
de la IL-1. No induce ningln cambio bioquimico ni endocrinolégico cuando se inyecta
por via intravenosa en sujetos sanos. Los efectos de IL-1 son variados. Tiene un papel
principal en la cascada inflamatoria y es uno de los mayores inductores de la sintesis
hepatica de marcadores de inflamacion, los reactantes de fase aguda. La IL-1 también
tiene un papel central en el inicio de las reacciones inflamatorias, ya que recluta
respuestas inmunes especificas al regular al alza las células inmunitarias. Ademas,
actua directamente en el hipotalamo (es el principal inductor de fiebre y el vinculo mas

importante entre el sistema inmunitario y el sistema neuroendocrino).

2.2.2. Interleuquina 4

La IL-4 es, junto a la IL-10, una de las principales interleuquinas anti-
inflamatorias. Inicialmente se describié a la IL-4 como un factor estimulador de células
B. Posteriormente se han conocido multitud de acciones diferentes. Las funciones de
mayor relevancia son la modulacion de las funciones de los macréfagos, la
diferenciacién de las células T, la induccion de la produccion de IgE en las células B, la
inhibicién de la produccién de TNF , IL-1 B, IL-6, ICAM-1 y de 6xido nitrico (NO)

(mediante la inhibicidon de la transcripcion del gen de iNOS). Por tanto, IL-4 es una
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molécula que interviene en la regulaciéon de la produccién de anticuerpos, en la
hematopoyesis, en la inflamacidén, en la respuesta de las células T frente a estimulos y,
finalmente, en la regulacion de las propiedades adhesivas del endotelio. No en vano, la
IL-4 se ha definido como «el prototipo de citoquina inmunorreguladora». Se trata de
una molécula que se expresa en células T helper de tipo 2 (Th2), en CD4 + NK1.1 +, en
basdfilos y en eosindfilos. El receptor funcional de la IL-4 es un dimero formado por la
cadena IL-4R y la cadena compartida con otras interleuquinas. La cadena IL-4R también
forma parte del receptor de la IL-13, lo que puede explicar en parte la similitud de
acciones entre las dos moléculas. Asimismo, se debe destacar que la IL-4 y el interferdn

tienen un mutuo antagonismo en sus funciones.

2.2.3. Interleuquina 6

La IL-6 se produce en multitud de tejidos diferentes. Los principales
productores son los monocitos estimulados, fibroblastos y células endoteliales. Los
principales estimulos fisioldgicos para la produccién de IL-6 en los monocitos son la IL-
1 y las endotoxinas bacterianas. La IL-6 actua enlazandose con un receptor especifico
de alta afinidad (IL6R), que esta ampliamente distribuido en las células linfoides y no
linfoides. El IL6R estd formado por dos glicoproteinas de membrana: gp80, que se liga
a IL-6 con baja afinidad, y gp130, que se liga al complejo IL-6-gp80 y transduce la sefial
a través de la membrana plasmatica. Los monocitos, hepatocitos, linfocitos B activados
y linfocitos T CD4 y CD8 expresan gp80 de IL6R. La IL-6 induce la diferenciacién
terminal de los linfocitos B, el crecimiento y la diferenciacion citotoxica de linfocitos T,
y estimula la producciéon normal de células sanguineas. La IL-6 es otro regulador

importante de la sintesis hepatica de proteinas de fase aguda.

2.2.4. Factor de necrosis tumoral o

El factor de necrosis tumoral (TNF), se sintetiza en células de la estirpe
monocito/macrofagica y en los linfocitos. Su produccion se induce mediante
endotoxinas bacterianas, antigenos de hongos o virus y C5a, y también por otras
citoquinas como IL-1. Se han identificado dos tipos de receptores para TNF: p55 (55-60
kDa), de menor afinidad y p75 (75-80 kDa), el de mayor afinidad. La mayoria de las

células (excepto los eritrocitos) expresan ambos receptores. Es posible que éstos
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desencadenen acciones diferentes: p55 estaria implicado en la citotoxicidad, actividad
antiviral y proliferacién de fibroblastos, mientras que p75 actuaria en la proliferacién
de timocitos primarios y de linfocitos T. Las acciones del TNF estan favorecidas por el
tinterferon a través del aumento de la expresion del receptor de 75 kDa. La rotura
proteolitica de los receptores de TNF produce formas solubles que se liberan de las
superficies celulares, regulando a la baja los receptores de TNF. El TNF se descubrio a
raiz de sus acciones en la necrosis hemorrdagica y la regresién de algunos tumores.
Ademas, el TNF es un potente inductor de los efectos sistémicos de la inflamacién
como fiebre, hipotension, taquicardia y respuesta de hormonas relacionadas con el

estrés.

2.2.5. Interferdn-y

El IFN- y es un potente activador de macréfagos, estimula neutrofilos y
linfocitos B 74 e induce la sintesis de IL-1 y TNF. El receptor de IFN-y esta formado por
dos polipéptidos de membrana. Ambas cadenas, oy B, son necesarias para unirse con
el ligando y para la transduccidon de sefiales. La expresion del receptor de IFN- y es
constitutiva en todos los tipos celulares excepto los eritrocitos. El IFNy , como los
demas miembros de la familia de interferones, tiene potentes funciones antivirales y
antiproliferativas. Sin embargo, la relevancia fisiolégica de IFN- y proviene de sus
propiedades inmunomoduladoras. Este induce la expresién de muchas moléculas
clave, entre las que se incluyen los antigenos de clase | y Il, éxido nitrico sintetasa
(NOS) y citoquinas (como la IL-1). Ademas es una de las principales citoquinas
responsables de la activacidén y regulacion de la actividad funcional de monocitos y
macrofagos, regula la inmunidad humoral a través de las células T CD4 + e influye en la
produccién de inmunoglobulinas en las células B. También regula la produccién de
varios componentes del complemento y algunas proteinas de fase aguda, ya sea
mediante efectos directos sobre los hepatocitos y macréfagos o mediante la induccidn
de otras moléculas, y regula la sintesis y actividad de otras citoquinas, sobre todo IL-1,

IL-2 y TNF.
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2.2.6. Interleuquina 10

La IL-10 es uno de los principales inhibidores de la sintesis de citoquinas,
disminuye la funcién de los macrofagos e inhibe la produccién de citoquinas
proinflamatorias. La IL-10 (18 kDa) esta producida por los linfocitos T, linfocitos B y
macrofagos activados por antigenos o productos bacterianos. La produccién de IL-10
se inhibe mediante IFN- y e IL-4. La IL-10 actua a través de su receptor de la superficie
celular, que esta relacionado estructuralmente con la familia de IFN, lo que es
interesante dada la relaciéon antagoénica entre IL-10 e IFN- y. La IL-10 disminuye la
expresion de antigenos de clase Il en macrofagos e inhibe la produccion de citoquinas.
El resultado es la inhibiciéon de la sintesis de citoquinas por los linfocitos T helper
activados y por los linfocitos natural killer. Otros efectos antiinflamatorios importantes
de la IL-10 son la inhibicion de la produccién de NO e intermediarios de oxigeno en

macroéfagos, asi como la inhibicion de la adherencia de macréfagos.

2.3. Quimioquinas

Junto con las citoquinas, otras moléculas pro-inflamatorias que se liberan en la
zona dafiada y que favorecen la extravasacion de leucocitos en el miocardio infartado
son las quimioquinas (44). Las quimioquinas liberadas en el infarto permanecen
unidas, en la superficie endotelial y en la matriz extracelular a glucosaminoglucanos
— repeticiones de disacdridos en los cuales uno de los dos azlcares es siempre la N-
acetilglucosamina o N-acetilgalactosamina—. Estas interacciones favorecen Ila
concentracion de quimioquinas en las zonas danadas (45). De forma interesante, el
perfil de expresién de estas moléculas asi como las interacciones que se producen
entre estas con sus receptores expresados en subpoblaciones de leucocitos,
determinan el tipo de infiltrado leucocitario en la zona afectada. Sabemos que los
neutrofilos son reclutados de forma temprana mientras que los monocitos pro-
inflamatorios y los linfocitos lo hacen después. La transmigracién leucocitaria en la
zona infartada requiere la interaccion fisica con las células del endotelio vascular
involucrando una serie de reacciones en cascada que conducen finalmente a la
transmigracion celular. Las citoquinas proinflamatorias como interleuquina 1 (IL-1) e
interleuquina 6 (IL-6), el factor de crecimiento transformante B (TGF-B), el factor de
necrosis tumoral a (TNF-a) y factores como el de crecimiento epidérmico (EGF) o el de
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crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) estimulan la sintesis de MMP. La deplecién
de neutrofilos en un modelo animal de infarto de miocardio con reperfusion posterior,
condujo a una marcada reduccion del tamafo del infarto (23) lo que sugiere que la
extension del dafio por isquemia/reperfusiéon depende en gran medida de la
infiltraciéon de neutrofilos a la zona dafada (46,47). Estos neutrofilos pueden liberar al
pro-oxidantes y proteasas que posibilitan la expresion de mediadores capaces de
amplificar el reclutamiento celular (48,49). La infiltracién de neutrofilos se regula a
través de una compleja secuencia de pasos moleculares que comprometen a diversas
moléculas de selectinas e integrinas, la cuales median la migracién leucocitaria y la
adhesidn el endotelio. Los neutrofilos marginados ejercen potentes efectos citotéxicos
a través de la liberacién de enzimas proteoliticas y de la molécula de adhesién
intercelular ICAM-1 expresada en los cardiomiocitos. La proteina quimiotdctica de los
monocitos (MCP-1) se induce en el miocardio infartado, provocando el reclutamiento
de células mononucleares en las dreas dafiadas. Los macréfagos derivados de los
monocitos y los mastocitos producen citoquinas y factores de crecimiento que son
necesarios para la proliferacion fibroblastica y la neovascularizacién, llevando a una
reparacion efectiva y a la cicatrizacion. En este punto la liberacion de citoquinas
inhibitorias, como la IL-10 pueden jugar un papel en la supresion de la respuesta
inflamatoria aguda y en la regulaciéon del metabolismo de la matriz extracelular. Los
fibroblastos, en la zona de la cicatriz sufren cambios fenotipicos, y comienzan a

expresar marcadores de células musculares lisas.

2.4. Las metaloproteinasas (MMPs)

Las MMPs son una familia de endopeptidasas dependientes de Zn*?,
producidas por diversos tipos celulares (endotelio, musculo liso y monocitos), que
degradan numerosos componentes de la matriz extracelular y otras proteinas no
relacionadas. Las MMPs se sintetizan y secretan como pro-enzimas inactivas y poseen
un dominio propeptidico rico en cisteinas, capaz de plegarse e interactuar con el Zn%*
del dominio catalitico, lo que impide su actividad enzimatica. La activacion de las
MMPs requiere la escision del dominio pro-peptidico. Se clasifican en subgrupos
basados en su estructura, especificidad por el sustrato y unién a membranas:

colagenasas (MMP-1, 8 y 13), estromalisinas (MMP-3, 10y 11), gelatinasas (MMP-2 y
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9), tipo membrana (MT-MMP) y otras (matrilisina, metaloelastasa, etc.). La actividad

de las MMPs estd regulada, dentro y fuera de las células, de tres formas:
transcripcional, postraduccional y a través de interaccién con inhibidores especificos.
Diversos factores de crecimiento, citoquinas, trombina y hormonas aumentan su
expresion transcripcional, mientras que la heparina, el factor transformante beta (TGF-
B )y los corticoides la inhiben. La activacién extracelular de cimdgenos latentes (pro-
MMP) representaria el segundo punto de control: el principal activador fisiolégico de
las MMPs es la plasmina, que convierte las formas latentes en activas mediante
proteolisis del enlace propéptido y la exposicion del dominio catalitico (50). Otras
enzimas, como la trombina, el factor Xa y las propias MMPs también poseen la
capacidad de activar a MMPs. Finalmente, hay un control de la actividad de MMPs
mediado por inhibidores especificos (TIMP), de los que se han descrito 4 miembros
(TIMP-1, 2, 3 y 4). Los TIMP inhiben las MMPs mediante unién irreversible a la forma
activa de la enzima. En resumen, el balance proteolitico dependera de la concentracién

relativa de activadores e inhibidores (figura 3).
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2.5. Implicacion de la respuesta inflamatoria en la curacion de la zona infarta

La implicacién de la inflamacion inducida por la reperfusion, en la reparacién
del tejido dafiado se ha planteado en varios estudios experimentales (51,52). El
corazén humano adulto contiene aproximadamente de 4 a 5 billones de
cardiomiocitos; debido a que el miocardio tiene una capacidad regeneradora
enddgena insignificante, la pérdida de una importante cantidad de musculo cardiaco
conduce finalmente a la formacién de una cicatriz. La reparacion cardiaca depende de
una respuesta inflamatoria magnificamente orquestada que sirve no solo para limpiar
la herida de las células muertas y restos de la matriz extracelular, sino que también
proporciona sefales moleculares claves para la activacion de las células reparativas. Es
cada vez mas evidente que una oportuna represion y contencién de las sefiales
inflamatorias son necesarias para conseguir una reparacion efectiva y para prevenir el
desarrollo de remodelado adverso. Una inflamacidon excesiva en el proceso agudo
puede incrementar la degradacidn de la matriz extracelular y ocasionar la ruptura del
tejido cardiaco. Asi mismo la prolongacidn de la reaccién inflamatoria puede perjudicar
la deposicion de colageno, y dar lugar a formacién de una cicatriz con reducida
resistencia a la traccion, aumentando la dilatacion de la cdmara. Del mismo modo, una
mayor expresion de mediadores pro-inflamatorios, en la zona dafiada, puede activar
vias pro-apoptoticas e inducir mas pérdida de cardiomiocitos. Finalmente una
contencidon defectuosa de la reaccion inflamatoria, puede producir extension del
infiltrado inflamatorio en el miocardio no dafiado, mejorando la fibrosis con
empeoramiento de la funcion diastélica. Desde una perspectiva evolutiva la reaccién
inflamatoria paralela a una lesién se desarrollada para proteger a los organismos de las
desastrosas consecuencias de patégenos infecciosos. Estas presiones evolutivas
pueden inducir respuestas inflamatorias enddgenas prolongadas e intensas que
pueden ser excesivas para los requisitos delicados del miocardio lesionado.

Actualmente se acepta que la inhibicion y la resolucion de la inflamacién son
procesos biosintéticos activos que requieren el reclutamiento de efectores celulares y
la activacion de mediadores moleculares que inhiben la inflamaciéon. Debido a la
importancia de los mecanismos inflamatorios y reparativos en la remodelaciéon
cardiaca, alteraciones en los procesos de regulacion de la inflamacién, pueden ser

responsables de la remodelacién, lesion e insuficiencia cardiaca en un gran nimero de
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pacientes que sobreviven a un infarto de miocardio. La infiltracion de células
mononucleares y mastociticas parece dirigir este proceso de reparacion a través de
una cascada compleja de acontecimientos donde estan involucradas varias citoquinas
y otros factores de crecimiento (Figura 4). Los peligros potenciales de las estrategias
anti-inflamatorias descritas anteriormente han llevado a extensos estudios sobre el

papel de la inflamacioén en la reparacion cardiaca.

Csa o IL-6
TGE-f *
.« * .
VEGF « — TNF-a

collagen

OPN-1

Diagrama esquematico de eventos celulares asociados con la respuesta inflamatoria en los
infartos de miocardio con reperfusion. (A) En las primeras 24 h de reperfusion aparece infiltrado por
neutrdfilos (gris), monocitos (amarillo) y linfocitos (cian). El reclutamiento de leucocitos esta regulada
por la activacién del complemento, la liberacidon de TGF-B, y la induccidn de quimioquinas (MCP-1y
IL-8). Células mastociticas (verde) liberan histamina y TNF-a que induce el inicio de la cascada de
citoquinas, lo que conduce a la sintesis de IL-6 en las células mononucleares y los miocitos (marrdn).
Posteriormente, los miocitos estimulados por estas citoquinas, en la zona del borde, expresan ICAM-1
pudiendo ser susceptibles a la lesion citotdxica mediada por neutréfilos. En esta etapa, se liberan los
factores: VEGF, IL-8, MCP-1. (B) Durante la fase de curacion, los monocitos infiltrados se diferencian
en macrdéfagos (naranja). Los macrdfagos se acumulan en la cicatriz y secretan una variedad de
factores de crecimiento y citoquinas, lo que induce la proliferacién de fibroblastos. Los linfocitos y un
subconjunto de los macréfagos producen IL-10, que puede tener un papel en la supresion de la
respuesta inflamatoria y en la remodelacién tisular mediante la regulacién de la expresion de las
metaloproteinasas y sus inhibidores. Abreviaturas: factor de crecimiento transformante-f3, TGF-B; IL,
interleucina; Molécula de adhesion intercelular-1, ICAM-1; Proteina quimiotactica de monocitos-1,
MCP-1; El interferdn-y proteina inducible-10, IP-10; Factor de Necrosis Tumoral-a, TNF-a; Vascular
Endotelial Growth Factor, VEGF; Macréfagos factor estimulante de colonias, M-CSF;
Metaloproteinasas de la matriz, MMP; Inhibidor Tisular de metaloproteinasas-1, TIMP-1;
Osteopontina-1, OPN-1; Factores de crecimiento de fibroblastos, FGF.
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3. FIBROSIS

La funcion fisiologica principal de la matriz extracelular (MEC) es mantener la
integridad del tejido miocdrdico y, en consecuencia, preservar la funcién de la bomba
cardiaca. La deposicion de colageno se modula por factores hormonales, factores de
crecimiento, citoquinas, proteinas reguladoras y/o factores hemodinamicos. Se precisa
un balance apropiado en la sintesis de la matriz extracelular y su degradacién para la
morfogénesis normal y el mantenimiento de la arquitectura del tejido (53). La
acumulacién excesiva de colageno conduce a la disfuncién diastdlica y sistdlica
ventricular y en ultimo término contribuye al desarrollo de insuficiencia cardiaca. Por
consiguiente, aunque el remodelado inicialmente sea una respuesta de adaptacién, se
convierte gradualmente en mala adaptacion y conduce a la descompensaciéon
progresiva.

La sintesis de precursores del colageno, tales como el propéptido
aminoterminal del procoldgeno tipo | (PINP) y el propéptido aminoterminal del
procolageno tipo Il (PIIINP) es un proceso altamente regulado en las células, mientras
gue su deposicion depende de un equilibrio entre las metaloproteinasas matriciales
(MMP) y los inhibidores de tejido de las MMP (TIMPs) (53,54). IL-6 y el TNF de manera
autocrina o paracrina induce incremento en la expresion y sintesis de colageno por las
células del miocardio lo cual conduce a un desequilibrio y a una alteracion en la
arquitectura de la matriz extracelular del miocardio. Por lo tanto, la medicién del
recambio del colageno cardiaco mediante la utilizacién de marcadores serolégicos es
una herramienta Util para controlar la reparaciéon del tejido cardiaco. En este contexto,
puede medirse la concentracién sérica del PIIINP, como marcador del recambio del
colageno en la insuficiencia cardiaca (55).

Esta acumulacién de matriz deja el érgano rigido e inflexible, incapaz de
funcionar correctamente y relajarse. La fibrosis cardiaca después de un infarto de
miocardio (IM) desempeiia un papel clave en la regulacion de la funcion del corazéon y

en el desarrollo a insuficiencia cardiaca (56,57).
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3.1. Matriz extracelular en el musculo cardiaco

El musculo cardiaco es el principal componente del miocardio, ocupando casi
un 70% del volumen de la pared ventricular en condiciones normales. Los
cardiomiocitos tienen forma de cilindro elipsoide, de unos 80 a 100 um de longitud, y
estan interconectados entre si para formar una red celular tridimensional. Se disponen
en capas, separados por planos de clivaje, y estan acoplados por una extensa red de
tejido conectivo extracelular, la matriz extracelular (MEC). También pueden existir
algunas conexiones a través de puentes musculares entre distintas capas de musculo.
La red de tejido conectivo extracelular se organiza en tres niveles de jerarquia,
respetando la misma distribucién que en el musculo esquelético: el endomisio, que es
el que rodea e interconecta los miocardiocitos entre si; el perimisio, que establece
conexiones entre el miocardiocito y los capilares, y el epimisio, que envuelve a un
grupo de miocardiocitos. La MEC esta formada esencialmente por colageno, proteina
de la cual se han descripto 18 tipos, 5 de los cuales pueden identificarse en el
miocardio: I, lll, IV, V y VI. Los tipos IV y V forman parte de las membranas basales de
las células cardiacas; el tipo VI se encuentra en el intersticio asociado a otros tipos de
colageno; los tipos | y lll forman la mayor parte de la MEC, contribuyendo en un 80 y
20% respectivamente. El colageno tipo | forma fibras gruesas con forma de bastones,
de unos 50 a 150 nm de didmetro, muy resistentes a la deformacién, por lo cual
compone partes que requieren de gran fortaleza, como las valvulas y las cuerdas
tendinosas de los aparatos subvalvulares, que pueden considerarse como una
extension de la MEC; el colageno tipo lll forma redes laxas de finas fibrillas, formando
tejidos laxos y deformables. La proporcién de coldgeno tipos | y Il en el miocardio
tiene menor expresion en el feto y aumenta gradualmente en la vida adulta. La tasa de
recambio en el corazon normal es de aproximadamente de un 5% por dia. La sintesis
de colageno se lleva a cabo por diferentes tipos de células en el corazén: los
fibroblastos y las células musculares lisas sintetizan todos los tipos de coldgeno, las
células endoteliales sintetizan todos excepto el VI y los miocitos producen el tipo IV. La
degradacion de colageno puede realizarse a través de dos vias: la intracelular y la
extracelular, esta ultima a través de las metaloproteinasas. El metabolismo del

colageno es altamente sensible a las condiciones de carga mecdnica, lo cual puede
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desviar el balance entre sintesis y degradacion, llevando asi a cambios rapidos en la

composicion del colageno (58).

3.1.1. Metabolismo del colageno.

a) Biosintesis: a nivel cardiaco el proceso ocurre en el fibroblasto y consiste en 8 pasos
enzimaticos diferentes: sintesis intracelular de las procadenas a, hidroxilacion selectiva
de prolinas y lisinas a través de la enzima prolil-4 hidroxilasa que tiene como
cofactores al hierro, 2-oxoglutarato, O2 y acido ascérbico, glicosilacion de serinas
hidroxiladas, formacidn de las triple hélices de procolageno (hasta este paso se trata
de procesos intracelulares), secrecion hacia el espacio extracelular, remocién de los
propéptidos y conversiéon en moléculas menos solubles, autoensamblaje de fibrillas de
colageno y agregacion en fibras. A su vez existen varios factores de crecimiento y
citoquinas que también influyen en la expresion génica y la sintesis de colageno (Tabla

2).

Aumentan la sintesis de coldgeno Disminuven la sintesis de coldgeno

Angiotensina 11 Bradikinina

Aldosterona Metaloproteinasas de la matriz

Endotelina 1 Factor de necrosis tumoral @ (TNF -
)

Enzima convertidora de angiotensina Catecolaminas

Prolil 4 hidroxilasa Hormona paratiroidea

Inhibidor tisular de las metaloproteinasas Hormona tiroidea

Retinoides (vitamina A) Glucocorticoides

Factor transformador de crecimiento Bl (TGF — B1) Interleukina 1 (I1-1)

Factor de crecimiento del tejido conectivo (CTGF)
Factor de crecimiento derivado de las plaquetas
(PDGF)

Factor de crecimiento epidérmico (EGF)

Factor transformador de crecimiento a (TGF —a)
Factor bisico de crecimiento del fibroblasto (bFGF)
Factor de crecimiento tipo insulina (1GF)
Interleukina I (Il - 1)

Esteroides y progesterona

Hormona de crecimiento

TABLA 2. Factores que influyen en la sintesis de colageno

b) Degradacién: en el corazén, la degradacion del coldgeno estd mediada por
metaloproteinasas de la matriz dependientes del Zinc (MMPs) (véase pagina 18). La

estructura genérica de las MMPs estd formada por cuatro regiones bien determinadas:
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un propéptido sefial, un propéptido, un dominio catalitico y un dominio tipo pexina.
Este ultimo es el que les confiere especificidad de sustrato. La mayoria de las MMPs
son sintetizadas como zimdgenos inactivos y secretados al espacio extracelular como
proenzimas. Los principales tipos de MMP son las colagenasas y las gelatinasas. Las
primeras son las MMP 1, 8 y 13, que clivan fundamentalmente los colagenos | y Il con
una minima cantidad de protedlisis; las gelatinasas incluyen las MMP 2 y 9, y degradan
sobre todo colagenos fibrilares desnaturalizados y colagenos tipo IV y V de las
membranas basales. Una vez que la colagenasa se une a la fibrilla y comienza su
accién, continla unida a su sustrato hasta que haya sido completamente degradada, a
menos que sea inhibida o controlada. Por ello existe un mecanismo natural de
proteccion contra la degradacion incontrolada por las colagenasas, que son los
inhibidores tisulares de las metaloproteinasas (TIMPs). Estos se coexpresan como
complejos fuertemente unidos a las MMP (complejos enzima — inhibidor). 10 Los
TIMPs también son sintetizados y secretados por los fibroblastos y su expresién génica
esta estrictamente controlada a nivel transcripcional. Se unen a los sitios activos de las
MMPs y bloquean el acceso al sustrato de la MEC. Estos complejos se forman en una
relacion estequiométrica 1:1 y son un importante sistema enddgeno de regulacion de
la actividad de las MMPs in vivo.

La tasa de sintesis de colageno en el miocardio es bastante lenta, 0,56% por dia
en estudios realizados en ventriculos de perro, y es mas lenta que la de las proteinas
no colagenas, que es de 7,2% por dia. A su vez la vida media del coldgeno miocardico
es de 80 a 120 dias, 10 veces mas que la de las proteinas no colagenas. Todo esto
sugiere que el exceso de MEC colagena y el aumento de la fibrosis intersticial se
desarrollan muy gradualmente, si bien este proceso puede ser acelerado en diversas
ocasiones. Sin embargo, en esas circunstancias suele predominar el proceso de
degradacion, y el reemplazo de la MEC coldgena, asi que la degradacién es
necesariamente lenta, lo cual crea ventanas de vulnerabilidad para un remodelado

adverso, como ocurre después de un IAM.
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3.2. Activacidn del proceso fibrotico en el seno del miocardio

Si bien la causa mas comun de miocardiopatia es la enfermedad coronaria,
existen también otras causas muy frecuentes que pueden terminar en una dilataciéon
global de las camaras cardiacas y el consiguiente deterioro de la funcion ventricular
izquierda que, en algun momento de la evolucién, llevaran al paciente a desarrollar
insuficiencia cardiaca, como pueden ser las sobrecargas de volumen y/o presion,
miocardiopatias toxicas, defectos congénitos del metabolismo, miocarditis o
miocardiopatias idiopaticas. Independientemente de su etiologia, todas las causas de
insuficiencia cardiaca convergen en una via final comdn con una contractilidad
disminuida y un remodelado fisiopatologico, manifestado especialmente por fibrosis,
es decir, un aumento de volumen del compartimiento intersticial generado por la
hiperplasia y la produccion alterada de proteinas del tejido conectivo del fibroblasto
cardiaco. Esta fibrosis genera un aumento de la rigidez miocardica y contribuye de
manera significativa al deterioro de la funcién contractil (57). La insuficiencia cardiaca
terminal se asocia con un aumento significativo de la MEC coldgena, pérdida de
miocardiocitos en la pared del ventriculo izquierdo, hipertrofia excéntrica y
disminucion de la relacién masa/volumen de la pared de ventriculo izquierdo. En
relacion al coldgeno, aumenta la cantidad de colagenos tipo |, Ill, IV y VI, y también de
fibronectina, laminina y vimentina. La relacién entre colagenos tipo | y tipo Il (I/111)
esta disminuida. En la figura 5 se observan claramente una seccidn de miocardio

fibrosado de 2 semanas de evolucion tras IM.
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Figura 5.- Fibrosis miocdrdica difusa. (Tincion Masson, obj. x10). Las células miocardicas viables (rojo)
con nucleos (marrdn), rodeada por fibrosis rica en colageno (azul). La fibrosis ha sustituido por completo

las células del miocardio necréticas. Capilares (con glébulos rojos-amarillos naranja).
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Tras el dafio miocardico, estas proteinas de naturaleza fibrética se empiezan a
acumular alrededor de las arterias coronarias de forma intramiocitica y luego se
extienden entre los cardiomiocitos. A este proceso se le conoce como “fibrosis
perivascular reactiva e intersticial”. Este engrosamiento de la matriz extracelular
acentua aun mas la disminucidn del suministro de nutrientes y energia al cardiomiocito
y al mismo tiempo hace que la carga de trabajo del musculo cardiaco se incremente en
respuesta a la hipertensidn sistémica. Este desajuste acelera la muerte celular e induce
la activacion de los fibroblastos para que sinteticen matriz destinada a sustituir estas

I’Il

células muertas. Se forman asi "microcicatrices", o "cicatrices", segin el tamano de la
lesion que alteran la contractilidad cardiaca. Es de destacar que otros tejidos
metabdlicamente activos, tales como los rifiones, también desarrollan este tipo de
fibrosis intersticial durante la hipertension (59).

Es importante comprender los eventos que de forma inicial se activan en el
proceso fibrotico tras el IM, como por ejemplo, la activacion perivascular y, mas tarde
intersticial de los fibroblastos. En la actualidad esta perfectamente establecido que
durante el remodelado cardiaco, los fibroblastos se diferencian a miofibroblastos.
Estos ultimos son los responsables de la sintesis de los componentes de la matriz
extracelular. Los miofibroblastos proliferan rapidamente, son células a-SMA positivas y
poseen propiedades contractiles y secretoras (60). Se han propuesto varios modelos
que podrian inducir la activacién del fibroblasto: (1) El sistema renina-angiotensina-
aldosterona se cree que desempeiia un papel importante en la modulacién de la
actividad de los fibroblastos cardiacos (61); (2) Pero también parece claro, que la
presién intracoronaria conduce directamente a la activacion y al cambio fenotipico de

los fibroblastos a miofibroblastos.

3.2.1. Cicatrizacidn cardiaca y transicion epitelio-mesenquimal.

Durante décadas se ha creido que la fibrosis cardiaca, o cicatrizacién cardiaca,
era un proceso irreversible que conduce a alteraciones funcionales del miocardio y, en
definitiva, a anomalias de la contractilidad cardiaca (disfuncion sistdlica) y de relajacion
(disfuncidn diastdlica). Un estudio reciente realizado por Elisabeth M. Zeisberg, indica
qgue, al igual que muchas "cosas seguras" en medicina y en ciencia, nos obliga a

repensar si el desarrollo de la fibrosis y sus efectos adversos que tienen sobre la
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funcion cardiaca son irreversibles. La fibrosis cardiaca tiene varias causas, entre ellas la
isquemia y el infarto, las miocardiopatias y miocarditis, todas ellas con seguimiento a
corto y largo plazo debido a la disfuncion de la bomba y a la rigidez miocardica. Los
tratamientos se prescriben de acuerdo a los sintomas, sin embargo, un alto porcentaje
de las personas afectadas sufren insuficiencia cardiaca o muerte subita de causa
cardiaca. La fibrosis se asocia con alteraciones de la estructura normal del corazén a
nivel de los cardiomiocitos y a una deposicién y acumulacidn excesiva de proteinas de
la matriz extracelular. Los mediadores celulares de la fibrosis predominantemente son
los fibroblastos, cuyo origen es incierto. En general, se supone que los fibroblastos
adultos se originan de las células embrionarias mesenquimatosas y que aumentan en
numero Unicamente como consecuencia de la proliferacion de los fibroblastos adultos
residentes. Esta hipdtesis ha sido cuestionada por un estudio que sugiere que, durante
los procesos fibrosantes, los fibroblastos derivados de la médula dsea y las células
epiteliales también contribuyen a la acumulaciéon de fibroblastos, por medio de un
proceso llamado transicidon epitelio-mesenquimal. Esta transicion es fundamental para
el desarrollo embrionario del corazén, ya que es el medio por el cual las células
mesenquimales que forman el “cojin” auriculoventricular, que son las formas
primordiales de las valvulas y los septos del corazén adulto, derivan del endocardio.
Las senales inductivas, como el factor de crecimiento transformador beta y las
proteinas morfogénicas dseas, estan disefiadas para regular la transicion. El grupo de
Zeisberg evalud la hipétesis de que la fibrosis cardiaca se produce, en parte, por medio
de la acumulacion de fibroblastos aportados por la transicion epitelio-mesenquimal. Al
colocar bandas aodrticas en el corazén de ratones y luego marcar y rastrear
permanentemente las células de origen endotelial, los investigadores demostraron
que éstas se sometian a la transicion epitelio-mesenquimatica durante la fibrosis
cardiaca contribuyendo a la reserva total de fibroblastos cardiacos. Ademas,
demostraron que los niveles de expresion de los marcadores mesenquimales eran
mucho mayores, y que los marcadores de las células endoteliales eran sustancialmente
inferiores en el corazén fibrético que en el no fibrético. Los autores observaron que
TGF-B1, un conocido promotor de la fibrosis cardiaca, es capaz de inducir la transicion
epitelio-mesenquimal, mientras que la proteina morfogenética ésea 7, un antagonista

de la via de TGF-B3, conserva el fenotipo endotelial y revierte o impide la transicion
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inducida por TGF-B1 (y, por lo tanto, la fibrosis, figura 6). Ademas, la investigacién puso
de manifiesto que es posible reducir la fibrosis cardiaca inducida por TGF-B1 en
ratones con sélo la mitad del nivel normal del factor de transcripcion Smad3, un

miembro del proceso de sefializacién de TGF-3 que es activado por TGF-1.

Wlﬂdﬂhmﬂcm heart

Figura 6.- Hipertréfia cardiaca y fibrosis en un modelo de ratén

Elisabeth Zeisberg y colaboradores demostraron recientemente que la transformacién
del factor de crecimiento betal impulsa la transicién endotelio-mesenquimal. También
manifestaron que esta transicion impulsa la fibrosis cardiaca, inducida por bandas
adrticas, con la consiguiente hipertrofia. TGF-B1 afecta a esta transicidn mediante la
activacion de las moléculas Smad2 y Smad3; miembros de la familia TGF, la proteina
morfogenética dsea 7 (BMP-7), controla esta transicion y la protege contra la fibrosis
inducida cuando se administra antes del bandeo. AT1 denota la angiotensina Il tipo 1.

La superfamilia TGF-3 tiene mas de 40 miembros, incluido el TGF-B, factor de
crecimiento transformador tipo B, y proteinas morfogénicas dseas. Los miembros de
esta superfamilia parecen conducir a la fibrosis en el corazén, los rifones, los
pulmones y el higado. Se han descrito tres diferentes isoformas de TGF 3, con TGF-1
encontrandose predominantemente en el sistema cardiovascular. TGF-B1 se sintetiza
como una proteina inactiva anclada en la matriz extracelular, y es estimulada por la
angiotensina Il, que la convierte en la forma bioldgicamente activa (figura 6). La forma
activa se une a los receptores y estimula a Smad2 y Smad3 (que también participan en
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las vias de sefializacidén de las proteinas morfogénicas del hueso). La identificacion de
la sobre regulacién de TGF-1, Smad2 y Smad3 en los corazones fibréticos bandeados
apoya la idea de que esta via es importante para el desarrollo y la progresion de la
cicatrizacidn cardiaca y la hipertrofia del drgano (figura 6).

Otras investigaciones apuntan a una tercera via de activacion de la fibrosis, que
no es independiente del control hormonal y/o la presion arterial, y que estaria
relacionada con las células inflamatorias que se infiltran invariablemente en el tejido

cardiaco cuando este se somete a una sobrecarga (Figura 7).

hemodynamic stress-s—s hormonal factors
+ +
pro-inflammatory +

. . e SE—
communications )
*+ Figura 7. Cascada de eventos que

perivascalar conducen a una fibrosis perivascular

—  inflammatory cell » + durante una sobrecarga de presion.

mobilization

4o

e fibroblast activation -

* .

perivascular fibrosis -

3.2.2. Fibrosis cardiaca y respuesta inflamatoria. Sistema peptidérgico como mediador
proinflamatorio y profibrogénico

En paralelo con la induccién de proteinas quimio-atrayentes asi como
proinflamatorias en la pared arterial, péptidos vasoactivos como la angiotensina I, la
bradiquinina y endotelinas, podrian desempeiar un papel mas directo en la induccién
de la actividad de los fibroblastos y macréfagos. La presencia de receptores AT1 para
angiotensina Il en fibroblastos (62) y su acoplamiento en la sefializacién intracelular se
ha evaluado en animales y seres humanos (63). Angiotensina Il es un mitégeno para
fibroblastos de corazén de rata recién nacida (64), y también aumenta la produccion
de coldgeno (65), endotelina y la expresién de FGF-3 en fibroblastos de corazén adulto
(66). Por lo tanto, de forma directa o indirectamente, la angiotensina Il es un agente
profibrogénico. Recientemente, se ha propuesto que los efectos troficos de la

angiotensina 1l sobre los miocitos cardiacos podrian estar mediados por los
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fibroblastos cardiacos y que el agente de comunicacion intercelular podria ser el
sistema de la endotelina. Angiotensina Il activa las células monociticas aumentando la
movilizacion del Ca2+ dentro de estas células. Asi se incrementa la adhesion de células
monociticas al endotelio y la secrecién de moléculas proinflamatorias tales como el
factor tumoral necrosante (TNF). Se ha demostrado recientemente que angiotensina Il

es capaz de aumentar la actividad lipoxigenasa en monocitos.

3.3. Rutas de sefializacién implicadas en la activacién de fibrosis
Se han descrito varias rutas de sefializacién implicadas en la activacion del
proceso fibrético tras el dafio cardiaco(67,68). En la actualidad, una de las rutas mas

estudiadas es la que implica a Galectina-3(69).

3.3.1. Galectinas

Las galectinas son un grupo de lectinas animales con gran afinidad a los beta-
galactésidos o residuos galactésidos presentes en diferentes glicoproteinas de la
membrana plasmatica y la matriz extracelular. Estas proteinas reconocen de forma
especifica unidades repetitivas, a través de un dominio altamente conservado, de 135
aminodcidos, denominado dominio de reconocimiento de carbohidratos (DRC) (70).
Actualmente, se han descrito 15 miembros de esta familia de proteinas en los
mamiferos, las cuales se clasifican de acuerdo a su estructura en galectinas

“prototipo”, “quimera” y “repeticiones en tandem” como se representa en la figura 8

(71).
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Figura 8. Clasificacion estructural de las galectinas
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Las galectinas “prototipo” (gal-1, -2, -5, -7, -10, -13, -14 y -15) poseen un uUnico
DRC. La galectina-3 (Gal-3) es la Unica galectina tipo “quimera” descrita y posee un
DRC y otro dominio no relacionado que facilita su oligomerizacién (72). Las galectinas
del tipo “repeticiones en tandem” (gal-4, -6, -8, -9, y - 12) poseen dos DRC en una
misma cadena polipeptidica (70).

Las galectinas son proteinas pleiotrépicas ampliamente distribuidas en
diferentes tejidos, como el cardiaco y encontradas en células epiteliales, células
dendriticas y células inflamatorias. Las galectinas se sintetizan en el citoplasma de las
células y se dirigen al nucleo o se secretan al espacio extracelular, donde se unen a los
glicanos de la matriz extracelular o de la superficie celular (71) como se muestra en la
figura 9 . Se localizan tanto intracelular como extracelularmente y pueden detectarse
sobre la superficie celular a través de su unién lectina-carbohidrato y ejercer funciones

en ambos compartimentos (72).
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Figura 9.- Localizacion extracelular y subcelular de las galectinas. Modificado de (71).

Las galectinas estan involucradas en procesos tales como el crecimiento y la
supervivencia celular, son también capaces de modular las adhesiones celulares e
inducir la migracidn celular. Intracelularmente, pueden regular el crecimiento y la
supervivencia celular al interactuar con proteinas citoplasmicas y nucleares, a través
de interacciones proteina-proteina, lo que afecta a las vias de sefializacién
intracelulares (73). Actualmente se ha observado que las galectinas juegan un papel

importante en diversos procesos fisioldgicos y patoldgicos, incluyendo la respuesta
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inmune e inflamatoria, el desarrollo y la progresion tumoral, la degeneracién neuronal,
la aterosclerosis o la fibrosis. La mayoria de los datos, in vivo, sugieren que durante la
inflamacién aguda en el miocardio infartado, Gal-3 tiene principalmente un papel

proinflamatorio, mientras que en la fase crdnica se asocia a la fibrogénesis.

3.3.1.1. Galectina 3

Galectina-3 es expresada por macrdfagos cuando se activan, eosindfilos,
neutrofilos y mastocitos (74). Hay muchos ligandos para la galectina-3, algunos de ellos
estan en la matriz extracelular como la laminina o la fibronectina (75,76). Gal-3 esta
presente en la mayoria de los tejidos en condiciones normales y se sobre-expresa en el
miocardio especialmente tras IM (77-79). Aunque hasta la fecha estd perfectamente
establecida su implicacién en la activacion del proceso fibrético tras IM, no ha sido
hasta hace relativamente poco, usando un modelo experimental de IM, se ha
cuantificado y evaluado sus niveles durante el IM (69). Gal-3 induce la proliferacién de
los fibroblastos en el miocardio, la deposicién de colageno, y la disfuncién ventricular
en ratas (80); se han encontrado sitios de unién a gal-3 en fibroblastos cardiacos de
rata y en el seno de la matriz extracelular (ECM) (80). Varios estudios han estudiado
vias de sefializaciéon implicadas en la activaciéon de la fibrosis a través de gal-3.
Recientemente el grupo de Feriel Azibani en 2012 muestré que Gal-3 a través de la
activacion de smad-3 es una sefial para la activaciéon del fibroblasto tras IM (81). Gal-3
se ha propuesto como un biomarcador asociado al recambio la ECM en IC (82,83). Los
niveles séricos de gal-3 en pacientes con IC correlacionan de forma significativa con
otros biomarcadores establecidos para el recambio de la ECM tales como el PIIINP

(véase pagina 22), MMP-2 (véase pagina 18) o el TIMP-1 (véase pagina 18) (83).
3.3. Histomorfologia de la fibrosis en miocardio dafiado

Desde el punto de vista histomorfoldgico, las alteraciones del colageno adoptan

dos patrones: fibrosis difusa o focal (Figura 10).
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Figura 10. Patrones histomorfoldgicos resultantes de la alteracion del equilibrio sintesis/degradacién de colageno
fibrilar en distintos tipos de cardiopatias. (Biopsias endomiocardicas humanas tratadas con rojo de Picrosirio que
tifie de rojo las fibras de coldgeno; magnificacionx 100). Tomado de: Jiménez Navarro MF, Diez Martinez J, Delgado

Jiménez JF, Crespo Leiro MG. La insuficiencia cardiaca en el afio 2005. Rev Esp Cardiol. 2006;59(Sup):55-65.

La fibrosis difusa se observa en miocardiopatias hipertrofiantes, como la
cardiopatia hipertensiva, la miocardiopatia diabética, la miocardiopatia hipertréfica y
la cardiopatia de la estenosis adrtica. La fibrosis focal se asocia con la cardiopatia
isquémica, sobre todo la que cursa con infarto de miocardio. La alteracion de la red de
colageno se da en la miocardiopatia dilatada idiopatica y en las cardiopatias crénicas
gue han evolucionado hasta la fase de dilatacién. Las relaciones entre las alteraciones
del colageno miocardico y las alteraciones de la funcion cardiaca todavia no estan
claras y no pueden contemplarse aisladas de posibles alteraciones de otros
componentes de la MEC que también influyen en la rigidez de la camara ventricular
durante la diastole (como la fibronectina) o la contractilidad sistolica del miocardio
(integrinas) (55). En los ultimos anos se ha suscitado un notable interés por el
desarrollo de marcadores no invasivos de las alteraciones del coldgeno cardiaco, asi
como por la exploracion de medidas terapéuticas dirigidas a restablecer el equilibrio
entre su sintesis y su degradacién. En el dmbito diagndstico y junto con el empleo de
métodos de imagen como la resonancia magnética cabe destacar la determinacion
sanguinea de PICP producido en los tejidos cuando una molécula de colageno tipo | se

forma a partir de su precursor. Existe evidencia sobre la utilidad de la determinacién
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sérica de PICP como marcador de la cuantia del depdsito miocardico de fibras de
colageno tipo | en pacientes hipertensos con IC (55,84). De tal manera que el
desequilibrio de la sintesis/degradacién de la matriz extracelular (MEC) altera
criticamente la estructura del miocardio, compromete la funcién y la geometria del
ventriculo produciendo la activacion de mecanismos regulatorios neurohormonales e
inmunoinflamatorios lo cual a su vez perpetuan y magnifican las respuestas celulares y
los cambios moleculares que mantendran la cadena de eventos en progresion hacia la

insuficiencia cardiaca.

4. CARDIOPROTECCION

La cardioproteccion hace referencia a la prevencion frente al dafio vascular
coronario y al dafio en los miocitos cardiacos. La cardioproteccidon se obtiene por
mecanismos internos del organismo y/o a través del uso de diversos farmacos. Esto
involucra la vasodilatacién, inhibicion de la generacién de radicales con oxigeno

reactivo el aumento de los niveles de ATP tisular y la reducciéon del dafio microvascular.

4.1. Cardioproteccion enddgena en la rehabilitacion cardiovascular

Los programas de rehabilitacion cardiovascular (RC) se definen como un
conjunto de medidas terapéuticas para el cuidado integral de los pacientes con
enfermedad cardiovascular; su recomendacion se considera segura, util y efectiva
(clase I-A), especialmente en sujetos con enfermedad coronaria e insuficiencia cardiaca
crénica (85,86). Hay evidencia cientifica del impacto favorable de los programas de RC
en el proceso fisiopatoldgico de estas enfermedades y de la reduccion de la mortalidad
entre un 20 y un 25%. No obstante, estan subutilizados en todo el mundo. En Estados
Unidos, menos del 30% de los pacientes elegibles son referidos a estos programas (87).
A partir de estas reflexiones de beneficio y subutilizacion contradictoria de estos
programas, decidimos que es necesario apoyar el nivel de evidencia del beneficio que
producen. Por lo tanto, brindamos en nuestra revision justificaciones novedosas a nivel
molecular sobre la potencialidad de la RC para generar cardioproteccion endd- gena,
centrandonos en la capacidad del ejercicio fisico para inducir un fenotipo

cardioprotector contra el dafo generado por la isquemia-reperfusion (IR) y en las
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adaptaciones cardioprotectoras que el ejercicio fisico genera en el tejido vascular y el
sistema auténomo. Para una mejor comprension de los efectos cardioprotectores del
ejercicio fisico contra el dafio por IR, creemos prudente dejar claro cuales son los

cambios celulares que se producen en esta circunstancia.

4.1.1. ¢§QUE OCURRE DURANTE LA ISQUEMIA-REPERFUSION (I/R)?

La magnitud del dafio de la I/R estd determinada por la duracion de la isquemia.
Los niveles del dafio van desde el generado por una breve agresidon que resulta en un
daino no permanente, hasta los generados por eventos duraderos que pueden llevar a
la disfuncidn eléctrica cardiaca y la muerte celular. Las isquemias que duran hasta 5
min (figura 11) no causan disfuncidon contractil ventricular o muerte celular, pero

pueden producir arritmias.

Lesion miocardica

Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3
Arritmia Aturdimiento Infarto
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Figura 11. Magnitud de la lesién miocardica segun el tiempo de duracion de la isquemia.

Las isquemias que duran hasta 20 min producen disfuncién contractil ventricular pero
no muerte celular, y las que duran mas de 20 min son las que producen muerte celular.
El dafio en la reperfusién ocurre durante sus primeros 60 s, y su magnitud esta
determinada por la duracién de la isquemia. En la I/R hay deplecion de energia,
acumulacién de metabolitos, estrés oxidativo y sobrecarga de calcio; la extension del
dafio depende de la magnitud de estos cambios. En la isquemia (figura 12, panel A),
con la pérdida de oxigeno viene un inmediato cese de la produccion de ATP
mitocondrial, lo que dispara un incremento de la glucolisis anaerdbica para tratar de
compensar la necesidad de energia. Como resultado, se incrementan las
concentraciones de iones de hidrégeno y acido lactico en el citosol, lo que genera una

inhibicion de la glucolisis anaerdbica con la deplecion total de energia. Las
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concentraciones intracelulares de Na+ se incrementan porque el pH intracelular bajo
activa el intercambiador sodio-hidrégeno (NHE) en el sarcolema y porque, junto con la
falta de energia, se inhibe en el sarcolema la bomba Na+ /K+ dependiente de ATP. En
esta situacion también se inhibe la bomba de Ca?* del sarcolema y del reticulo
sarcoplasmico. La deplecion de ATP también deriva en la apertura de los canales de K+
dependientes de ATP del sarcolema y las mitocondrias. La apertura de estos canales se
considera un mecanismo de defensa para reducir las especies con oxigeno reactivo
generadas durante la reperfusion (88,89). Con el retorno del oxigeno durante la
reperfusién (figura 12, panel B), la mitocondria genera una gran cantidad de ROS. La
sobrecarga de Na+ intracelular continla durante la fase inicial de la reperfusion,
porque los NHE son activados por ROS y, como aun hay escasez de ATP, hay una
demora en la reactivacién de las bombas de Na+ /K+ y Ca?* dependientes de ATP en el
sarcolema. La alta concentracion de Na+ hace que el intercambiador Na+ /Ca?* (NCE)
actie de manera inversa, produciendo una sobrecarga de Ca®* en el citosol y la
mitocondria. La sobrecarga de Ca?* deriva en una mayor produccién de ROS y la
activacion de proteasas, como las calpainas, que generan degradacion de proteinas,
entre ellas la ATPasa-Ca?* de reticulo sarcopldsmico (SERCA2a). Esta situacién conduce
a una disfuncién de las proteinas contractiles (88,90). La sobrecarga de Ca?* y ROS
produce la apertura de los poros de permeabilidad transitoria mitocondriales (mPTP).
La apertura de estos poros inespecificos de gran conductancia en la membrana
mitocondrial produce la liberacién de citocromo c al citosol, lo que induce la activacién
de las caspasas (91). Si la lesidn por la I/R es grave, los poros permanecen abiertos y la
célula muere via oncosis; si es moderada, via apoptosis, y si es ligera, se produce la

recuperacioén (92,93).

4.1.2. ¢§COMO PROTEGE EL EJERCICIO FiSICO DEL DANO POR ISQUEMIA-REPERFUSION?

El ejercicio fisico per se o mediante la induccién de preacondicionamiento
isqguémico (Pl) genera adaptaciones moleculares de magnitud citoprotectora, con la
expresion y modulacidén genética de un fenotipo cardioprotector que mitiga casi todos
los mecanismos fisiopatoldgicos del dafio por I/R. Segun las investigaciones de Powers
y colaboradores (94), entre los mecanismos que el ejercicio induce para generar

cardioproteccion contra el dafio por I/R, parecen no ser esencial el incremento de
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proteinas de choque térmico, el incremento en la expresién de la ciclooxigenasa 226 y
el alto nivel de proteinas de estrés del reticulo endoplasmico. Por lo tanto, nos
centraremos en los mecanismos que han resultado ser condicidén sine qua non para
esta proteccién, como el incremento de la proteccién antioxidante, los cambios en el
metabolismo y la expresion de proteicas mitocondriales, el incremento en la expresién
y la apertura de los canales de K*atp mitocondriales y del sarcolema y la atenuacion de

la activacion de las calpainas por la I/R.

Proteccion antioxidante

La produccién de ROS, la acumulacién de iones de hidrogeno y la generacion de
especies reactivas de nitrégeno desempefian un papel muy importante en el complejo
fisiopatoldgico del dafio por I/R. La mitocondria es la fuente primaria en la produccién
de ROS durante la I/R (95). En un modelo animal, se ha comprobado que el ejercicio
fisico protege al cardiomiocito del estrés oxidativo que genera la I/R y a sus
mitocondrias del dafio estructural asociado a esta (96). Hay consenso en que el
incremento de la proteccidn antioxidante generada por el ejercicio se debe a un
incremento en la expresion de las enzimas manganeso y cobre-cinc superdxido
dismutasas (MnSOD y Cu-ZnSOD), glutation peroxidasa 3 (GpX-3) y las catalasas
(CAT)(97,98). De las SOD, la mas importante es la MnSOD, y sdlo se incrementa con
ejercicios de alta intensidad. Estudios recientes han demostrado que la MnSOD es
esencial para la proteccion completa contra el infarto miocdrdico y la taquicardia

ventricular inducidos por I/R (99).

Cambios en el metabolismo y la expresion proteica mitocondrial

Las mitocondrias cardiacas del subsarcolema e intermiofibrilares contribuyen
en la proteccién inducida por el ejercicio fisico contra el dafio por I/R mediante algunas
de las siguientes vias: la reduccién en la produccién de ROS por las mitocondrias
cardiacas; las mitocondrias son mas resistentes a la apertura de los mPTP inducida por
el Ca2+, lo que evita que se desencadenen potentes mecanismos apoptéticos; la
induccion de una reduccién en la expresion mitocondrial de la monoaminooxidasa A,

gue parece ser una fuente importante de estrés oxidativo.
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Papel de los canales de K*arr mitocondriales y del sarcolema

La activacion de los canales de K*atp mitocondriales atenua la sobrecarga de
Ca®* y, por lo tanto, previene la apertura de los mPTPs y el dafio que esto ocasiona,
aungue algunos investigadores desestiman que el ejercicio induzca este mecanismo
(100). El mecanismo protector del ejercicio se asocia mas con la apertura de los
canales K*atp del sarcolema, que permiten una aceleracion de la repolarizacion por
incremento en la salida de K+ y un acortamiento de la duracién del potencial de
accion. Como resultado de este acortamiento, se previene la sobrecarga de Ca?* por la

reduccion del tiempo de apertura de los canales de Ca?* tipo L (101).
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Figura 12. Algunos eventos que ocurren durante la isquemia (A) y durante la reperfusion (B). Los
numeros en el panel A representan la secuencia de eventos. En el panel B se visualiza cémo la
mitocondria puede responder si estda precondicionada o no ante una forma inespecifica de
preacondicionamiento y el papel de los mPTP. El K estd entrando en la mitocondria por la apertura de
los canales de K+ sensibles a ATP mitocondriales. ATP: adenosintrifosfato; Cyt.c: citocromo C; NCE:

intercambiador Na; NHE:intercambiador Na+/H+; PTP: poros de permeabilidad transitoria; ROS:

especies con oxigeno reactivo.
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Atenuacion de la activacion de las calpainas inducida por isquemia/reperfusion

Las calpainas son unas proteasas dependientes de Ca?* con dos isoformas
(calpaina | y calpaina Il), que se activan por una exposicién prolongada a niveles altos
de Ca?* en el citosol y contribuyen al dafio por I/R. French y colaboradores (102)
mostraron que la inhibicidon de las calpainas atenuaba la disfuncion contractil inducida
por I/R y que el ejercicio redujo la activacion de las calpainas asociada a I/R, porque
mejord la proteccidn antioxidativa con incremento de la MnSOD y las CAT y previno la
degradacion de la SERCA2a y fosfolambano, mecanismos adaptativos que generan una
reduccién de la concentracion de Ca?* en el citosol y, por lo tanto, atenuacion de la

activacion de las calpainas, que depende de Ca?*.

Umbral y duracion de la sesiones de ejercicio para lograr cardioproteccion

Para lograr los efectos cardioprotectores mediante el ejercicio fisico, la
duracion de una sesidén de ejercicio debe ser de al menos 60 min, con una intensidad
en que la frecuencia cardiaca de entrenamiento sea el 75% del consumo pico de
oxigeno. Hay evidencias de que la cardioproteccién contra el aturdimiento miocardico
inducida por el ejercicio persiste a los 9 dias de haber cesado el entrenamiento y se

pierde totalmente a los 18 dias (90,103).

Induccion de preacondicionamiento isquémico por ejercicio fisico. Cardioproteccion y
potencial aplicacion en la rehabilitacion cardiovascular

Desde hace mas de 5 afios, la American Heart Association (AHA) reconoce el Pl
inducido por el ejercicio como un mecanismo cardioprotector potente, de utilidad
dentro de los programas de RC en pacientes con enfermedad coronaria avanzada, en
quienes la realizacidn de ejercicios a umbrales isquémicos incrementa la tolerabilidad
miocardica para enfrentarse a ulteriores situaciones de estrés isquémico prolongado,
con la consiguiente reduccién del dafio miocardico y el riesgo de sufrir taquiarritmias
ventriculares letales (104). A partir de evidencias cientificas, se considera segura la
implementacién de esta modalidad de RC, que debe ser individualizada y con vigilancia
electrocardiografica estricta, para que, durante una sesién de entrenamiento de 60
min, el paciente alcance de forma intermitente el umbral isquémico y lo mantenga

durante periodos > 90 s y < 5 min. Segun algunos autores (105), los mecanismos
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moleculares del Pl para generar un fenotipo citoprotector son diversos: los que
dependen de la modalidad —si es primera o segunda ventana de proteccién— o de la
naturaleza de la isquemia precondicionante. Entre estos mecanismos se incluyen
principalmente la apertura de los canales de K+ del sarcolema y mitocondriales, el
incremento en la actividad y expresion de la MnSOD, de la éxido nitrico sintasa

endotelial (eNOS) y la inhibicién de la apertura de los mPTP durante la reperfusién.

Efectos vasculares del ejercicio fisico que se relacionan con cardioproteccion

El ejercicio fisico, per se o con la induccidn de PI, ejerce efectos favorables en el
sistema vascular que generan cardioprotecciéon. Hambrecht y colaboradores (106),
realizaron el primer estudio en humanos que evalud el efecto de un programa de
ejercicio fisico en la funcidon endotelial coronaria, y encontraron que un programa de 4
semanas con ejercicios aerdébicos mejord la funcion coronaria y que ese efecto se
perdid parcialmente después de 5 meses de haber designado a los pacientes a un
programa de menor intensidad en sus casas. El estrés de cizallamiento laminar
generado por el ejercicio produce estimulos mecanicos en el citoesqueleto endotelial
gue se transforman en vias de sefalizacion bioquimicas a nivel molecular que
promueven una mejor funcién endotelial. Entre estas senalizaciones se incluyen la
fosforilacién y activacion de la eNOS con el incremento en la produccion de oxido
nitrico (NO), el incremento en la expresidén y activacion de las enzimas antioxidantes
SOD, CAT y GPX que, junto con la reduccion en la expresidon de la oxidasa del NADPH y
de los receptores AT1 de la angiotensina Il, producen una reduccién de ROS y de la
vasoconstriccién mediada por la angiotensina Il. Esta en debate si el ejercicio fisico per
se o solo cuando induce isquemia genera incremento de las células progenitoras
endoteliales (CPE) en la médula dsea mediante la estimulacion del factor de
crecimiento endotelial, el factor de crecimiento placentario y el sistema de
metaloproteinasas. Este incremento de las CPE permite mantener, en situaciones

criticas, la capa de células endoteliales.

Efectos del ejercicio fisico en el sistema auténomo que se relacionan con

cardioproteccion
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Es ampliamente conocido que un programa de entrenamiento fisico produce
evolutivamente una reduccion del incremento de la frecuencia cardiaca y del consumo
miocdrdico de oxigeno (MVO; ) para una misma carga de trabajo. En los pacientes con
enfermedad coronaria, estos cambios de la frecuencia cardiaca tienen un efecto
favorable en el umbral isquémico, son cardioprotectores y mejoran la calidad de vida
(90). Actualmente ha cobrado gran interés la capacidad del infarto de miocardio (IM)
para generar una remodelacion de la regulacién autondmica cardiaca, con
inestabilidad eléctrica y propension a sufrir taquiarritmias ventriculares malignas, y la
capacidad del ejercicio fisico para generar un remodelado inverso y reducir tal
propension. El IM produce una remodelacién de la regulacidon del sistema auténomo
sobre el sistema cardiovascular, al reducir la regulacidn parasimpatica y alterar la
relacidon de los adrenorreceptores beta miocardicos, incrementando la expresién y la
actividad de los adrenorreceptores beta 2, mientras que los beta 1 permanecen
constantes. Esto deriva en una desregulacion del Ca?* con sobrecarga intracelular y
potencialidad para desarrollar arritmias malignas. Por lo tanto, las intervenciones que
aumenten la actividad parasimpatica y reduzcan la actividad adrenérgica cardiaca
podrian también proteger contra la fibrilacion ventricular. Hay suficiente evidencia
cientifica en modelos animales y humanos de la capacidad de un programa de ejercicio
fisico tras un IM para producir una remodelacién inversa en la regulacién del sistema
autéonomo sobre el sistema cardiovascular y proteger contra la fibrilacion ventricular

(107,108).

4.1.3. Postacondicionamiento isquémico (POSI)

El fendmeno de POSI fue descrito por Zhao y colaboradores en 2003 al
demostrar en un modelo canino con oclusidn transitoria de la coronaria descendente
anterior que la aplicacion de ciclos cortos y repetidos de I/R realizados justo en el ciclo
de la reperfusién reducia el tamafio del infarto a niveles similares a los obtenidos con
el preacondicionamiento isquémico (109). Se ha propuesto que el
postacondicionamiento comparte las mismas vias de cardioproteccion que el
preacondicionamiento. Estas incluirian receptores de membrana acoplados a proteinas

G vy activados por moléculas liberadas al medio extracelular en el inicio de la
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reperfusion, como los receptores A2A y A2B de adenosina, el receptor de bradiquinina
B2, los receptores de opioides 0 y v y la guanilato ciclasa particulada (110,111).

Otra via de sefializacion que ha sido implicada en el postacondicionamiento es
la NO/GMPc; el uso de inhibidores de la NO sintasa y de la guanilato ciclasa soluble
(uno de los enzimas responsables de la sintesis del GMPc) previene la proteccidn
otorgada por el POSI. Esta via actuaria a través de la PKG, la cual activaria la PKC; esta
quinasa sensibilizaria el receptor A2B de adenosina y/o inhibiria la apertura del mPTP
(110,111).

La inhibicion de la apertura de los canales mitoKATP también revierte la
proteccion por POSI; el efecto que su apertura tiene en el cardiomiocito reperfundido
y las causas de esa apertura, sin embargo, no estan bien definidas (110,111).

Uno de los modelos propuestos para explicar la proteccion por POSI es la
activacion de las quinasas RISK. Bajo esta denominacidén se incluyen aquellas quinasas
cuya activacién es considerada como favorecedora de la supervivencia de la célula.
Entre ellas destacan las MAPKS, ERK1/2, y la via PI3K/Akt. Estas vias conducirian a la
activacion de la éxido nitrico sintasa, la inhibicion del mPTP, la prevencidn de la
apoptosis y la inhibicion de GSK3[ (110,111). Sin embargo, puede que la via RISK no
sea esencial en el POSI. Estudios recientes, no han encontrado diferencias en la
fosforilacion de estas quinasas en el miocardio porcino postacondicionado respecto al
control (112).

También se ha descrito la implicacion de radicales con oxigeno reactivo, del
sulfuro de hidrégeno, de la quinasa de esfingosina (SPK) y de la via JAK-STAT en la

sefnalizacion de la proteccion por POSI (111).

Las caracteristicas del POSI lo convierten en una maniobra terapéutica factible
en pacientes con infarto de miocardio tratados con angioplastia primaria, en los que el
balén que se infla para desobstruir el trombo se puede hinchar y desinchar
repetidamente para realizar el protocolo de POSI. De hecho, ya se han realizado
ensayos clinicos con esta estrategia tanto en infarto de miocardio como en cirugia y los
resultados han sido positivos en todos ellos. Sin embargo, el POSI tiene limitaciones
como terapia. Por un lado, no se puede realizar en pacientes tratados con trombolisis.

Ademas, la variabilidad en la efectividad de los protocolos entre modelos
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experimentales y grupos de investigacion hace albergar dudas sobre la optima
eficiencia del protocolo seleccionado en todos los pacientes; no solo eso, sino que
algunos estudios han observado la pérdida de la proteccion en animales
hiperlipidémicos, hipertensos, diabéticos y ancianos. Pos estos motivos, desarrollar
terapias farmacoldgicas que imiten el POSI ampliaria el rango de pacientes tratables y

optimizaria la eficacia y seguridad del tratamiento cardioprotector.

4.2. Cardioproteccion farmacoldgica

Tal como se describié anteriormente, la activacion de la ruta RISK induce
cardioproteccion. Existen evidencias de que la via RISK u otras asociadas a
citoproteccién pueden ser gatilladas por distintas moléculas, hormonas y/o farmacos
en intensidades variables, introduciendo el concepto de preacondicionamiento
farmacolodgico (PCF) y postacondicionamiento farmacoldgico (PostCF) (111,113).
Farmacos tales como opiodes, anestésicos inhalatorios y estatinas son
cardioprotectores al activar de una u otra forma la via RISK (114-116). Es importante
diferenciar entre farmacos cardioprotectores, de aquellos con propiedades pre o
postcondicionantes. Los primeros hacen referencia al desarrollo de proteccidon
miocardica en tanto el farmaco esté presente en concentraciones plasmaticas
circulantes efectivas, pero cuyo efecto protector se pierde en ausencia del farmaco. El
concepto de condicionamiento implica que la proteccién miocardica no se pierde en
ausencia del farmaco, sino que se mantiene adn cuando no sea detectable en la
circulacion. Este concepto de farmacoproteccion y condicionamiento cardiaco estd
cada vez mas difundido y se utiliza clinicamente en situaciones de manejo de pacientes
con alto riesgo cardiovascular sometidos a procedimientos terapéuticos, ya sean
médicos o quirurgicos. En cirugia cardiaca y no cardiaca de pacientes coronarios se
pregona el uso de farmacos cardioprotectores para evitar la ocurrencia de eventos

coronarios agudos y disminuir los dafios asociados a isquemia y reperfusién coronaria.

4.3. Cardioproteccion metabdlica
En la isquemia disminuye el contenido de glucégeno y, por tanto, hay reduccién
del sustrato glicolitico. La infusion de insulina y glucosa, durante la isquemia

moderada, aumenta el contenido de ATP celular destinado a la ATPasa de la bomba
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Na+/K+, por lo que desciende la carga osmolar y mejoran las consecuencias del

fenémeno isquemia-reperfusion (117).
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