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GLOSARIO (En orden alfabético)

Auricula derecha. Camara del corazén a la que habitualmente llegan las venas cavas
(superior e inferior) y que morfolégicamente se caracteriza por tener un apéndice

auricular en forma de piramide triangular de base ancha.

Auricula izquierda. Camara del corazén a la que habitualmente llegan las 4 venas
pulmonares y que morfolégicamente caracteriza por tener un apéndice auricular en

forma de dedo de guante y base angosta.

Cardiomiocito. Célula apantalonada que constituye la unidad anatomo-funcional del
tejido muscular del corazon. Al juntarse con otras similares, que tienen caracteristicas

de musculo estriado, aunque involuntario, forman un sincitio.

CD34. EI CD34 es un antigeno de células precursoras del sistema
hematopoyético, cuya deteccion a través de la inmunohistoquimica puede ser Util
para identificar células leucémicas y tumores vasculares, pero igualmente ha servido
para precisar el diagnostico de numerosos tumores de partes blandas con apariencia
fusocelular. El antigeno CD34 es una proteina transmembranosa, inicialmente
detectada en las células del sistema linfohematopoyético, precursoras de la serie
mieloide y presentes en la médula 6sea. Este antigeno se observa también en el
endotelio vascular, en las células dendriticas de la dermis superior, en el endoneuro,
y en diversos tumores de partes blandas (como el tumor fibroso solitario, el
dermatofibrosarcoma protuberans, el sarcoma epitelioide, los tumores del estroma

gastrointestinal, los lipomas atipicos y fusocelulares, y el sarcoma de Kaposi).

Factor de crecimiento endotelial vascular. VEGF (Vascular Endothelial Growth
Factor), es una proteina sefializadora implicada en la vasculogénesis (formacion de
novo del sistema circulatorio embrionario) y en la angiogénesis (crecimiento de
vasos sanguineos provenientes de vasos preexistentes). Como su propio nombre

indica, las acciones del VEGF han sido estudiadas en las células del endotelio




vascular, aunque también tiene efectos sobre otros tipos celulares (por ejemplo,
estimula la migracién de monocitos/macrofagos, neuronas, células epiteliales renales
y células tumorales). In vitro, se ha demostrado que el VEGF estimula la division y la
migracion de células endoteliales. EI VEGF también es un vasodilatador e incrementa

la permeabilidad vascular.

Infarto miocéardico agudo. Es una forma de sindrome coronario agudo que se
caracteriza por una detencion subita del riego sanguineo al tejido miocardico del
corazoén, habitualmente producida por una enfermedad ateromatosa obstructiva de

una arteria coronara.

Oxigeno hiperbarico. Es una forma de terapia desarrollada por Boerema desde 1956,
que consiste en la exposicién a una presion parcial de O2 mayor a una atmdésfera lo
cual aumenta la fraccion inspirada y la concentracion tisular de este gas.

Habitualmente se lo administra a través de una camara mono o multiplaza.

Ratas Wistar. Es un género de roedores miomorfos de la familia Muridae, que se
caracteriza por ser una linea albina de la rata parda. Fue desarrollada en el Wistar
Institute en 1906 para fines de investigacion biomédica, y se trata de la primera rata
empleada como organismo modelo (anteriormente se trabajaba con el raton). Hoy por
hoy, la mitad de las ratas de laboratorio existentes derivan de la poblacion generada
por el fisiblogo Henry Donaldson, el administrador Milton J. Greenman, y el genetista
y embriélogo Helen Dean King.

Sham. Se da este nombre habitualmente a un grupo de estudio que sirve como testigo

0 patron al compararlo con otro(s) grupo(s) experimental(es).

Ventriculo derecho. Camara del corazén de la que habitualmente sale la arteria
pulmonar y que morfolégicamente caracteriza por tener columnas carnosas gruesas
gue le dan a su configuracion interna un aspecto trabeculado.

Ventriculo izquierdo. Camara del corazon de la que habitualmente sale la arteria aorta




y que morfolégicamente se caracteriza por tener columnas carnosas finas que le dan

a su configuracion interna un aspecto liso.




ABREVIATURAS (En orden alfabético)

ANOVA Andlisis de varianza

AMI Area miocardica infartada

AD Auricula derecha

ADA Arteria descendente anterior

Al Auricula izquierda

AV Auriculo-ventricular

ATA Atmosfera absoluta

BH4 Tetrahidrobiopterina

BH2 Dihidrobiopterina

BIAC Balon intra-aortico de contrapulsacién
CACs Células angiogénicas circulantes
CICUAL Comité interno de cuidado animal
CPE Células progenitoras endoteliales
°C Grados centigrados

DAI Desfibrilador automatico implantable
DAV Dispositivo de asistencia ventricular
DE Desviacion estandar

ECMO Oxigenador de membrana extracorporea
eNOS Sintasa de 6xido nitrico endotelial
EC Células endoteliales

FC Frecuencia Cardiaca

FiO2 Fraccion inspirada de oxigeno

FIH Factor inhibidor de HIF

FGF Factor de crecimiento fibroblastico
FR Frecuencia respiratoria

GCs Guanilil ciclasa soluble

H202 Peréxido de Hidrogeno

HIF Factor inducible por hipoxia

IAM Infarto miocéardico agudo

ICAM-1 Molecula de adhesion intercelular 1




INOS Sintasa de 6xido nitrico inducible

LAD Ligadura de la arteria descendente anterior

mg Miligramos

mm3 milimetro cubico

NADP Nicotinamida-Adenina-Dinucleotido-Fosfato

ON Oxido Nitrico

NOM Norma Oficial Mexicana

NOX NADPH oxidasa

NTG Nitroglicerina

HBO Oxigeno Hiperbarico

HRE Elemento de respuesta a Hipoxia

02- Radical superoéxido

ONOO- Peroxinitrito

PCM Primer contacto medico

PIC Intervencion coronaria percutanea (Percutaneous Coronary Intervention)
PIGF Factor de crecimiento placentario

PHD Hidroxilasa de dominios de proteinas prolil

PKA Protein Kinase A

ROS Especies reactivas de oxigeno (reactive oxigen species)
SCA Sindrome coronario agudo

SDF Factor derivado de células estromales.

STEMI Infarto al miocardio con elevacion del segmento ST
SOD Superoxido dismutasa

VC Volumen corriente

VD Ventriculo derecho

VEGF Factor de crecimiento vascular endotelial

Vi Ventriculo izquierdo

u2 Micras cuadradas

10X Diez aumentos

40X Cuarenta aumentos




RESUMEN

ANTECEDENTES:

El infarto agudo al miocardio (IAM) es una de las principales causas de muerte en
el mundo. En la actualidad, los tratamientos de reperfusiéon han demostrado los
mejores resultados para el tratamiento del IAM dentro de su ventana terapéutica (12
horas), sin embargo, en nuestro pais, pocas personas tienen acceso a ellos. Las
terapias angiogénicas son posibles tratamientos alternativos, ya que han
demostrado efectos benéficos en patologias de origen isquémico. La nitroglicerina
(NTG) y la terapia de oxigenacion hiperbarica (HBO) son tratamientos que han

demostrado activar mecanismos inductores de angiogénesis.

MATERIAL Y METODOS:

Para esta investigacion, se utiliz6 un modelo experimental de 1AM en ratas, en el
cual se liga quirargicamente la arteria coronaria descendente anterior. Las ratas
fuerdn agrupadas en 6 grupos: A(Control), B (Controles IAM), C “Sham” (Cirugia
sin 1AM vy sin terapia), D (IAM con HBO), E (IAM con NTG) y F (IAM con NTG y
HBO). Los tratamientos fueron administrados tras la finalizacion del procedimiento
quirargico, el grupo D, recibi6 3 sesiones de HBO, al grupo E se le aplico un parche
de NTG de liberacion transdérmica, el cual fue cambiado cada 24 horas por 3 dias
y el grupo F, recibié ambos tratamientos. Al tercer dia posterior al IAM, las ratas
fueron sacrificadas, los corazones fueron extraidos para analizar el % de area
miocardica infartada (AMI) y llevar acabo el analisis inmunohistoquimico contra
CD34, VEGFR-2, y ERK1/2.

RESULTADOS:

La HBO, la NTG, y la terapia doble (HBO+NTG) demostraron disminuir el % del
AMI contra el grupo control IAM (12.20+1.269,11.83+0.229,10.98+0.988,
respectivamente vs 23.43+1.398), de igual forma demostraron un incremento
significativo de los marcadores angiogénicos CD34 y VEGFR-2 en comparacién
con el grupo control IAM. (CD34: 17.667+1.76,36.833+3.016,41.667+2.55 vs
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8.667+0.494, VEGFR-2: 16.167+1.62,24.667+133,31.50+0.76 vs 5.333+0.62). En
el caso de ERK 1/2, solo los grupos E y F mostraron un incremento significativo
contra el grupo B (32.50+£1.232,49.833+3.96 vs 19.833+1.078).

CONCLUSIONES:

Las tres terapias probadas (HBO, NTG y HBO+NTG) disminuyeron el % de AMI e
incrementaron la angiogénesis, resultados prometedores, ya que disminuirian la
disfuncién miocardica y mejorarian la remodelacion cardiaca. Es necesario
complementar nuestros resultados con pruebas funcionales cardiacas y evaluar los
cambios angiogénicos estudiados en un corazén infartado con mas dias de

evolucién para incrementar la objetividad del estudio.
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ABSTRACT

BACKGROUND:

Acute myocardial infarction (AMI) is one of the leading causes of death in the world.
Currently, reperfusion treatments have shown the best results for the treatment of
AMI within its therapeutic window (12 hours), however, in our country, few people
have access to them. Angiogenic therapies are possible alternative treatments, as
well as the beneficial effects in pathologies of ischemic origin. Nitroglycerin (NTG)
and hyperbaric oxygenation therapy (HBO) are treatments that have been able to
induce the mechanisms leading to angiogenesis.

MATERIAL AND METHODS:

For this research, it was used an experimental model of AMI in rats, in which the
anterior descending coronary artery is surgically ligated. The rats were grouped into
6 groups: A (Control), B (IAM Controls), C "Sham" (Surgery without AMI and without
therapy), D (AMI with HBO), E (AMI with NTG) and F (AMI with NTG and HBO). The
treatments were administered after the surgical procedure, group D, received 3
sessions of HBO, group E was applied a NTG patch of transdermal release, which
was changed every 24 hours for 3 days and Group F received both treatments. On
the third day after the AMI, the rats were sacrificed, the hearts were extracted to
analyze the % infarcted myocardial area (IMA) and the immunohistochemical
analysis was carried out against CD34, VEGFR-2 and ERK1/2.

RESULTS:

The HBO, the NTG, and the double therapy (HBO + NTG) demonstrated to decrease
the % of the IMA against the AMI control group (12.20 + 1.269,11.83 + 0.229,10.98
+ 0.988, respectively vs 23.43 £ 1.398), in the same way demonstrate a significant
increase in the angiogenic markers CD34 and VEGFR-2 compared to the AMI
control group. (CD34: 17.667 + 1.76.36.833 + 3.016.41.667 + 2.55 vs 8.667 + 0.494,
VEGFR-2: 16.167 + 1.62.24.667 + 133.31.50 + 0.76 vs 5.333 + 0.62). In the case of
ERK 1/2, only groups E and F showed a significant increase against group B (32.50
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+1.232.49.833 + 3.96 vs 19.833 + 1.078).

CONCLUSIONS:

The three proven therapies (HBO, NTG and HBO + NTG) decreased the % IMA and
increased angiogenesis, promising results, since they would decrease myocardial
dysfunction and improve cardiac remodeling. It is necessary to complement our
results with cardiac functional tests and to evaluate the angiogenic changes studied
in an infarcted heart with more days of evolution to increase the objectivity of the
study.
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1. INTRODUCCION

El infarto miocardico agudo (IAM) es la deprivacién subita del aporte sanguineo
al corazdn secundario a la oclusion de las arterias coronarias o sus ramas, cuando
esto sucede los procesos de isquemia, infarto y remodelacion cardiaca
inician.(Frangogiannis, 2008; Libby & Theroux, 2005; Nabel & Braunwald, 2012) Su
tratamiento actual es la fibrindlisis y/o idealmente la angioplastia coronaria
percutanea, mismas que deben ser realizadas en un intervalo recomendado de 12
horas tras el IAM.(Roffi et al., 2016; Sociedad et al., 2012) En la actualidad se
buscan alternativas terapéuticas para aquellos pacientes que no son candidatos a
estas terapias o que por falta de medios de transporte 6 de infraestructura y
recursos en los hospitales aledafios no pueden ser sometidos a las terapias
mencionadas.

Las terapias proangiogenicas son una estrategia prometedora para el tratamiento
del infarto agudo al miocardio, debido a que la formacibn de novo de
microvasculatura tiene el potencial de salvar miocardio isquémico a etapas
tempranas después del IAM, y es esencial para prevenir la transicion a falla
cardiaca a través del control de la hipertrofia y contractilidad del cardiomiocito.

La angiogénesis representa la aparicion de nuevos microvasos desde capilares
preexistentes, cuando las células endoteliales son expuestas a sefiales
angiogénicas como hipoxia, factores de crecimiento y o6xido nitrico son
activadas(Cochain, Channon, & Silvestre, 2012; Lorier, Tourifio, & Kalil, 2011).

La terapia de oxigenacion hiperbarica ha reportado beneficios como terapia
principal, conjunta o alternativa en diversas lesiones y condiciones médicas agudas
y cronicas (Singh & Gambert, 2014). Ademas ha demostrado estimular la
neovascularizacion en injertos, heridas y tejidos irradiados a través de la
generacion de ROS (especies reactivas de oxigeno) los cuales actuan como
moléculas de sefalizacion celular capaces de estimular la proliferacion celular
endotelial, y moviliza las células progenitoras endoteliales desde la medula
mejorando el flujo sanguineo y disminuyendo el tejido isquémico, a su vez la

exposicion a HBO ha demostrado incrementar la resistencia de los cardiomiocitos
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al estrés oxidativo secundario a la reperfusibn miocardica aumentando su
supervivencia por otra parte ha demostrado disminuir la infiltracion de neutréfilos al
atenuar la expresion de moléculas de adhesion celular como (ICAM-1 y Selectina-
P) aminorando la peroxidacion lipidica membranal y la respuesta inflamatoria. Por
lo que dadas sus caracteristicas podria ser una terapia potencial para los pacientes
con IAM(Yogaratnam et al., 2006).

El 6xido nitrico por otra parte, es una importante molécula cardioprotectora por sus
efectos  vasodilatadores, antioxidantes, antiplaguetarios, y  acciones
antineutrofilicas, siendo esencial para la funcién cardiaca normal y en afos
recientes se ha descubierto que juega un rol central en los procesos
neovascularizacion isquémica por lo que su administracion exégena, a través de
donadores de Oxido nitrico como en este caso la nitroglicerina, podria ser una
estrategia potencial de tratamiento de la patologia en estudio(Bir, Xiong, Kevil, &
Luo, 2012).
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2. ANTECEDENTES

2.1. DEFINICION Y CLASIFICACION DE LA ENFERMEDAD ISQUEMICA DEL
CORAZON

La enfermedad isquémica del corazon, conocida también como
enfermedad coronaria, comprende un conjunto de cardiopatias diversas cuya
alteracion fisiopatol6gica comun repercute sobre la perfusion coronaria, misma que
puede ir desde un déficit leve hasta la detencion subita del riego sanguineo al tejido
miocardico del corazon. (Libby & Theroux, 2005; Nabel & Braunwald, 2012; O’Gara
et al., 2013)

Desde el punto de vista de su tiempo de evolucion clinica, todas estas cardiopatias
se pueden clasificar en dos grandes grupos: los sindromes coronarios agudos

y los sindromes coronarios crénicos (Nabel & Braunwald, 2012; O’Gara et al., 2013)
(Fig.1).

ENFERMEDAD
ISQUEMICA CARDIACA

I

v v
Aguda <15 dias | Cronica >15 dias |
Sin elevacion del ST Angina Inestable ] Angina estable ’

Isquemia silente

Infarto no Q ]

%[ Angina microvascular ]
—>[ Con elevacion del ST Infarto Q ]

Fig.1.- Clasificacion de la enfermedad isquémica del corazon

La definicion de consenso internacional actual dice que el término “infarto agudo de
miocardio” debe usarse cuando haya evidencia de necrosis miocardica en un
contexto clinico consistente con isquemia miocéardica. En estas condiciones,
cualquiera de los criterios descritos en la tabla cumple el diagndstico de infarto de

miocardio espontaneo (Tabla 1). (Sociedad et al., 2012)
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Tabla 1. Definicion universal del IAM (Sociedad et al., 2012)

Detecciéon de un aumento o descenso de los valores de biomarcadores cardiacos
(preferiblemente troponina), con al menos uno de los valores por encima del percentil 99
del limite de referencia superior, y al menos uno de los siguientes parametros:

 Sintomas de isquemia.

» Cambios significativos en el segmento ST nuevos o presumiblemente nuevos o bloqueo de rama
izquierda nuevo.

* Desarrollo de ondas Q patoldgicas en el ECG.

« Evidencia por imagen de pérdida de miocardio viable de nueva aparicién o anomalias regionales
en la motilidad de la pared de nueva aparicién.

« Identificacion de un trombo intracoronario mediante angiografia o autopsia

Muerte cardiaca con sintomas sugestivos de isquemia miocardica y cambios del ECG
presumiblemente nuevos, o bloqueo de rama izquierda nuevo, pero la muerte tiene lugar antes
de que se produzca liberacion de los biomarcadores cardiacos sanguineos o antes de que los
valores de biomarcadores cardiacos hayan aumentado

Trombosis intra-stent asociada a infarto de miocardio cuando se detecta por angiografia coronaria
0 autopsia en el contexto de una isquemia miocardica, y con aumento o descenso de los valores
de biomarcadores cardiacos, con al menos uno de los valores por encima del percentil 99 del

limite de referencia superior

2.2. EPIDEMIOLOGIA Y FACTORES DE RIESGO DE LAS ENFERMEDADES
CARDIOVASCULARES EN EL MUNDO.

De acuerdo a la OMS, las enfermedades cardiovasculares son la principal causa
de muerte en todo el mundo, Se calcula que en 2012 murieron por esta causa 17,5
millones de personas, lo cual representa un 31% de todas las muertes registradas
en el mundo. De estas muertes, 7,4 millones se debieron a la cardiopatia coronaria,
y 6,7 millones, a los AVC. Mas de tres cuartas partes de las defunciones por ECV
se producen en los paises de ingresos bajos y medios. La mayoria de las ECV
pueden prevenirse actuando sobre factores de riesgo comportamentales, como el
consumo de tabaco, las dietas malsanas y la obesidad, la inactividad fisica o el
consumo nocivo de alcohol, utilizando estrategias que abarquen a toda la
poblacion. (OMS, 2014)
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2.3. EPIDEMIOLOGIA DE LAS ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES EN
MEXICO.

De acuerdo a las estadisticas de mortalidad reportadas por el INEGI, para el afio
2017 la principal causa de mortalidad en México la representan las enfermedades
del corazon con un total de 141,619 defunciones, y de ellas las mas frecuentes son
las enfermedades isquémicas con una cantidad para el afio descrito de 101,877
pacientes lo que representa el 71.9% (Tabla 2). (INEGI, 2018)

TABLA 2. Principales causas de mortalidad en México 2017. (INEGI, 2018)

Orden de Importancia Causas Defunciones
Total 703,047
1 Enfermedades del corazén 141,619
Enfermedades isquémicas del corazén 101,877
2 Diabetes mellitus 106,525
3 Tumores malignos 84,142
4 Accidentes 36,215
5 Enfermedades del higado 38,833
6 Enfermedades cerebrovasculares 35,248
7 Agresiones 32,079
8 Enfermedades pulmonares obstructivas cronicas 22,954
9 Influenza y neumonia 21,892
10 Insuficiencia renal 13,167

De acuerdo a datos de ENSANUT 2012, el motivo mas frecuente de hospitalizacién
tanto entre hombres como entre mujeres es el tratamiento no quirdrgico de
enfermedades (como diabetes, infarto, crisis hipertensiva, etc.), que representa
31.5% del total: 40.3% para el caso de los hombres y 27% para las mujeres
(Ensanut, 2012). EI IAM en México, al igual que en todo el mundo es la causa mas
frecuente de mortalidad. Esto implica un enorme problema de salud publica, ya que

requiere un costo elevado para su atencion.

2.4. TRATAMIENTO Y PROBLEMATICA DEL IAM

El tratamiento del IAM va destinado a repermeabilizar la arteria
involucrada para reducir al maximo el dafio miocardico. Los tratamientos mas
utilizados actualmente son la fibrindlisis y/o la angioplastia coronaria percutanea

(Tabla 3), mismas que deben ser realizadas dentro de las primeras 12 horas de
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producido el IAM (ventana terapéutica) (Fig.2) (Roffi et al., 2016)(Sociedad et al.,
2012)(Ministerio De Salud, Santiago, 2010). La falta de tratamiento oportuno del
IAM pasadas las 12 horas por multiples factores relacionados con el paciente y la
logistica de la atencién hospitalaria generan un retraso (Sociedad et al., 2012)
(Fig.3),que deriva en potenciales complicaciones como shock cardiogénico,
arritmias mortales como la fibrilacion ventricular y taquicardia ventricular,
insuficiencia cardiaca isquémica, infarto ventricular derecho, complicaciones
mecanicas (regurgitacién mitral, ruptura septal ventricular, ruptura de la pared libre
ventricular izquierda, aneurisma ventricular izquierdo), bradicardia, bloqueo
auriculo-ventricular, defectos en la conduccién intraventricular, pericarditis,
complicaciones tromboembodlicas, lesion renal aguda, hiperglucemia y muerte

(O’Gara et al.,, 2013)(Sociedad et al., 2012). La morbimortalidad por IAM

Diagnéstico de IAMCEST*

Servicio de urgencias o centro

Centro con capacidad para ICP primaria sin capacidad para PCI primaria

Preferiblements 4Posible ICP < 120 min?

<60 min
Traslado inmediato
a un centro ICP
ICP primaria Si No
Preferiblemente < 90 min
(< 60 min en pacientes que
se presentan pronto) i
1CP de o Pref:ré%lmﬁme
Inmediatamente I

Traslado inmediato
No a un centro ICP Fibrinolisis
s Ehrinalici s
< ¢Fibrinolisis efectiva? < ifrediat
Si

Preferiblemente 3-24 h l

Angiografia coronaria

Fig.2.- Manejo prehospitalario y hospitalario, y estrategias de reperfusion dentro de
las primeras 24 h del primer contacto médico.(Sociedad et al., 2012)
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Inicio de los sintomas PCM Diagnostico Tratamiento de reperfusion

10 min

Retraso del paciente

H Retraso del sistema i

Tiempo hasta el tratamiento de reperfusion

Introduccion de la guia en la arteria / \

responsable si se realiza angioplastia primaria Bolo o inicio de a perfusién
si se realiza trombolisis

Fig.3 Componentes del retraso en el tratamiento del infarto miocérdico agudo e
intervalos ideales para la intervencién. (Sociedad et al., 2012)

dependera del tiempo de retraso y de la estrategia terapéutica empleada para tratar
esta patologia, ademas tiene una relacion directamente proporcional a la cantidad
de cardiomiocitos afectados por la isquemia y necrosis, a mayor dafio miocéardico
la insuficiencia cardiaca isquémica posterior al IAM es mas severa, ya que para
tratarla se requieren alternativas poco accesibles, costosas y de alto riesgo para la

vida.

Angioplastia se prefiere si: Fibrindlisis se prefiere si:

Presentacion de sintomas <12 horas, en

hospital que cumpla los requisitos para
realizar ACP.

Shock Cardiogénico

Quillio y Kimball 3

Fibrindlisis contraindicada

Presentacion tardia (>3 horas del inicio de los

sintomas

Presentacion precoz. Dentro de las primeras 3
horas del inicio de los sintomas en:

Hospital sin disponibilidad de angioplastia
(hospital que no cumple requisitos para PCI)
Tiempo de traslado prolongado para realizar
ACP

Tiempo contacto-balén >90 minutos
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2.5. ALTERNATIVAS TERAPEUTICAS EN EL IAM

La trombolisis y/o la angioplastia coronaria transluminal percutanea con stent no
siempre son posibles de realizar e incluso pueden estar contraindicadas (Tabla)
(Sociedad et al., 2012), en esas circunstancias, se puede proponer una cirugia de
revascularizacion miocardica para intentar salvar los territorios isquémicos y limitar
al maximo el dafio miocardico por necrosis. Cuando la falla cardiaca es importante
y el paciente presenta datos de shock cardiogénico se puede usar dispositivos de
asistencia ventricular como el balon intra-aértico de contrapulsacion (BIAC)
o la membrana de circulacion extracorpérea (ECMO) (Montes De Oca,
2014)(O’Gara et al., 2013). En ocasiones el area necrética es reemplazada por una
cicatriz arritmogénica que causa arritmias letales recurrentes que requieren del uso
de dispositivos de desfibrilacibn automética implantable (DAI) o de
resincronizadores. Una de las lineas terapéuticas mas prometedoras hoy en dia
en el tratamiento de la falla cardiaca es el implante de células madre en el tejido
necrotico con el objeto de conseguir una diferenciacién de ellas en cardiomiocitos
funcionales capaces de sustituir el tejido cicatricial (Estrada, Hernandez, & Alarcén,
2012). También se han desarrollado otras alternativas al trasplante cardiaco con
resultados no tan satisfactorios tales como la cardiomiopatia dinamica, el
procedimiento de Batista, diversos dispositivos cardiacos como el Acorn y el
Myosplint, y la ablacion de fibrilacién atrial. Por Gltimo, y como la terapia ultima del
tratamiento de la falla cardiaca, esta el trasplante cardiaco ortotopico(Roffi et al.,
2016) (Fig. 4).

CRMYy Cirugia

enel IAM Trombolisis

v Angioplastia
A wentanade 6h) Alternativas

s(;tleAr::c ay 4 terapéuticas para
ECMO ) el IAM

. Trasplante

1 3 cardiaco
DAI/ Re-ﬁ
sincro-

nizadores Terapia | % 5
e Otras isiRicBIEsE diai
celular \ Cardiomioplastia dinamica

alternativas Procedimiento de Batista
al trasplante Dispositivos Acorn / Mysoplint
cardiaco Ablacién para FA con Atricure

Fig. 4. Alternativas terapéuticas para el IAM- cortesia del laboratorio de

farmacologia cardiovascular
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Tabla 4. Contraindicaciones de la terapia fibrinolitica (Sociedad et al., 2012)
Absolutas

Hemorragia intracraneal previa o accidente cerebrovascular de origen desconocido en cualquier
momento.

Accidente cerebrovascular isquémico en los 6 meses precedentes.

Dafio en el sistema nervioso central o neoplasias o malformacién auriculoventricular.
Traumalcirugia/lesion craneal importante recientes (en las 3 semanas precedentes).
Hemorragia gastrointestinal en el Gltimo mes.

Trastorno hemorragico conocido (excluida la menstruacion).

Diseccidn adrtica.

Punciones no compresibles en las Gltimas 24 h (p. €j., biopsia hepatica, puncién lumbar).
Relativas

Accidente isquémico transitorio en los 6 meses precedentes.

Tratamiento anticoagulante oral.

Gestacion o primera semana posparto.

Hipertension refractaria (presion arterial sistélica > 180 mmHg o presion arterial diastélica > 110
mmHg).

Enfermedad hepatica avanzada.
Endocarditis infecciosa.

Ulcera péptica activa.

Reanimacion prolongada o traumética.

El trasplante de coraz6n tiene muchas desventajas, ya que su sobrevida a 10 afios
esta alrededor del 70%, con el respectivo tratamiento inmunosupresor oral de por
vida. A estas limitantes se agrega la poca oferta de potenciales donadores de
organos en relacion a la creciente demanda de los mismos en todo el mundo. Por
lo tanto, una vez establecida la falla cardiaca isquémica después de un IAM, las
alternativas de tratamiento son costosas, poco accesibles y con resultados

desalentadores.

2.6. FISIOPATOLOGIA DEL INFARTO CARDIACO Y SUS FASES
REPARACION.

La lesién isquémica del miocardio produce disminucién de la tensién de oxigeno
dentro de la célula, pérdida subsiguiente de la fosforilacion oxidativa y disminucion
de la generacion de fosfatos de alta energia. El agotamiento de la adenosina
trifosfato (ATP) conduce a la falla de la bomba sodio/potasio, pérdida de potasio,
entrada de sodio y agua e hinchazon celular. El cese del metabolismo aerdbico,
agotamiento del ATP y la acumulacion de productos de metabolismo anoxico (tales

como el acido lactico) ocurren dentro de los diez segundos de la oclusién. La
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pérdida de contractilidad ocurre casi simultdneamente y es evidente dentro de los
60s minutos después del inicio de la isquemia reversible aparecen cambios
ultraestructurales de los cardiomiocitos, hinchazon mitocondrial y agotamiento de
glucogeno. La lesion cardiomiocitaria irreversible evidenciada por alteraciones
sarcolemicas evidenciadas por la presencia de pequefias densidades amorfas en
las mitocondrias se desarrolla después de 20-40 min de isquemia severa sostenida.
El mecanismo de muerte celular predominante de los cardiomiocitos es por necrosis
coagulativa, aunque también es probable por apoptosis. Las células que mueren
desencadenan reacciones inflamatorias activando vias reparativas que resultan en
la formacion de una cicatriz. Alrededor de 30% de las células dentro del corazén
son cardiomiocitos, mientras que el otro 70% esta conformado por células
endoteliales, fibroblastos, células de musculo liso y células inmunoldgicas. La
interaccion fisica y altamente regulada entre las células del corazon es critica para
el correcto desarrollo cardiaco y su funcionamiento, de igual manera el crosstalk
funcional entre estas células estd envuelto en la fisiopatologia de diversas
enfermedades cardiacas (Zhang & Shah, 2014). La reparacién del infarto se puede
dividir en tres fases superpuestas: la fase inflamatoria, la fase proliferativa y la fase
de maduracion(Fig.5)(Frangogiannis, 2008)

Durante la fase inflamatoria, se inducen quimiocinas y citocinas en el infarto y se

observa una filtracion marcada de leucocitos. Los neutréfilos y los macréfagos

R

ATIVA

INFLAMATORIA PROLIFERATIVA MADUR
Fig 5.- Fases de la reparacion cardiaca. (Frangogiannis, 2008)
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limpian la herida de las células muertas y los desechos de la matriz. Durante la fase
proliferativa de la curacion, los macréfagos activados liberan citocinas y factores de
crecimiento que conducen a la formacion de tejido de granulacién altamente
vascularizado. En esta etapa se suprime la expresion de mediadores
proinflamatorios, mientras que los fibroblastos y las células endoteliales proliferan.
Los miofibroblastos activados producen proteinas de la matriz extracelular y se
forma una extensa red microvascular. Finalmente, en la fase de maduracion los
fibroblastos y las células vasculares sufren apoptosis y se forma una cicatriz basada
en colageno. A medida que el infarto se cura, se observa un remodelado dilatador
del ventriculo infartado. Los animales grandes y los seres humanos presentan
cicatrizacion retardada en comparacion con los roedores. (Frangogiannis, 2008)

Schmeisser et al, demostraron que el monocito CD-34+ puede desarrollar in vitro
un fenotipo endotelial y tomar forma en una estructura tubular, lo que indica un

potencial papel de los monocitos en la angiogénesis (Lorier et al., 2011).

2.7. ANGIOGENESIS EN EL INFARTO AGUDO AL MIOCARDIO.

La angiogénesis representa una serie compleja de estimulos y de respuestas
integradas con el fin de lograr la aparicién de nuevos microvasos desde capilares
preexistentes, cuando las células endoteliales son expuestas a sefales
angiogénicas como hipoxia, factores de crecimiento y oxido nitrico se activan,
proliferando y migrando, a su vez, existe estimulacién de la matriz extracelular, para
la atraccion de pericitos y macréfagos, estimulacion de células musculares lisas
para su proliferacién, migracién y formacion de la estructura de nuevos vasos.
(Lorier et al., 2011)(Cochain et al., 2012)

Se han descrito tres fases de la angiogénesis, 1. fase inicial: isquemia miocardica,
2. Fase intermedia de estabilizacion el brote neovascular, 3. Fase final de

maduracién vascular.

2.7.1 Vias angiogénicas y su rol en la angiogénesis cardiaca tras IAM.
La angiogénesis es una respuesta adaptativa a la hipoxia tisular y depende de

la acumulacion de diversos factores en la zona de miocardio isquémico, los factores
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de transcripcion inducibles por hipoxia (HIF) principalmente HIF-1a se encuentran
acumulados durante la isquemia miocardica y controlan el desarrollo de la
angiogénesis postnatal, y tiene como objetivo una gama amplia de genes que
incluyen genes angiogénicos, como VEGF (Factor de crecimiento vascular
endotelial) y SDF-1a (Factor derivado de células estromales 1-a), HIF aumenta
hasta en 30 veces la concentracion local de VEGF en pocos minutos (Fig.6) (Lorier
et al., 2011).

Lesion Isquémica
de Células
Endoteliales.

|
I[F|H~1]

I FDE-1

[ Atraccion local de CPEc y macréfagos circulantes J

[ Mayor concentracion local de VEGF ]

[ Angiogénesis ]

[Au mento de la circulacion colateral]

Fig.6 llustracion de los mecanismos moleculares y fisiopatoldgicos determinantes

de la angiogénesis miocardica secundaria a la isquemia. (Lorier et al., 2011)
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HIF-1a y su isoforma HIF-2a son expresadas en cardiomiocitos, células
endoteliales e inflamatorias rapidamente tras el 1AM, y pueden persistir hasta 4
semanas después del infarto. HIF-1a también es esencial para el aumento de la
concentracion en la medula 6sea de los precursores de las células endoteliales. La
expresion de HIF-1a en cardiomiocitos mejora la funcion cardiaca después del IAM,

Normoxia

OH OH OH OH

Pro564

Ubiquitinacion y Degradacion
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Fig.7.- Modificaciones post-traduccionales dependientes del oxigeno de los niveles de
HIF-7a. Bajo normoxia, HIF-1a es hidroxilado (OH) sobre los residuos de prolina 402 y
564 (Pro) en el dominio de degradacion dependiente de oxigeno por proteinas
especificas del dominio de la prolil hidroxilasa (PHD). Una vez hidroxilado, HIF-1a es
reconocido por la proteina von Hippel-Lindau (VHL), que es parte de un complejo de
ubiquitina-ligasa conocido como E3 ligase complejo, que se dirige a HIF-1a para poli-
Ubiquitinacion y posterior degradacién proteasomal. El residuo asparagina 803 (Asn
803) de HIF1a también esta hidroxilado por FIH (Factor inhibidor de HIF), lo que
perjudica la interaccién con el coactivador transcripcional p300 / CREB proteina de unién
(p300) con el HIF-1a Dominio de transactivacion C - terminal. Cuando el oxigeno se
limita, los residuos de prolina ya no son hidroxilados y HIF1a se transloca en el nucleo,
donde se dimeriza con HIF-1b, y el dimero se une al elemento de respuesta a hipoxia
(HRE) con las secuencias promotoras o potenciadoras de genes diana. Ademas, la
interaccion con el enlace p300 / CREB debido a la inhibicién de la hidroxilacion de Asn
803. aumenta la actividad transcrincional de HIF (Cochain et al.. 2012).
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y estd asociada al incremento en la expresion de VEGF y angiogénesis en el
miocardio en forma dosis-dependiente. La regulacion al alta de VEGF vy la sintasa
endotelial de 6xido nitrico (eNOS) asi como el reclutamiento de células mieloides
proangiogenicas, demuestra el efecto pleiotrépico de la via de HIF-1a en la
angiogénesis. (Fig. 7y 8)

HIF-1a controla ademas el reclutamiento de células endoteliales progenitoras
(CEP) a areas isquémicas y la angiogénesis a través de la creacion de gradientes

de SDF-1. HIF-2a también es capaz de inducir genes angiogénicos, sin embargo,
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Fig.8.- Formacion de los plexos vasculares primarios del mesodermo, durante la fase
embrionaria. Los hemangioblastos y la bipotencialidad de sus precursores representa
el paso intermedio de los precursores endoteliales (los angioblastos); en la etapa
embrionaria, forman la red vascular primitiva llamada vasculogénesis y en la vida
adulta, se expanden y se remodelan, conllevando a la angiogénesis. En el Cuadro 5,
esta la fase de estabilizacion, representada por la union de las CE por la accién del
VEGF y del FCDP-R3, que recluta los pericitos y las células del masculo liso, cubriendo
las células endoteliales durante la estabilizacion del vaso. La angiopoyetina — 1 (Ang-
1) y FCT-b1 estabilizan el vaso naciente. La Ang-2, en la ausencia de factores de
crecimiento, provoca la regresion del brote naciente. En el Cuadro 6, aparecen los
procesos angiogénicos de intususcepcion y por brote. En los Cuadros 7 y 8, estan las
fases de remodelacion y maduracién del vaso naciente.

CML: células del musculo liso; PCT: pericitos. Union del VEGF con las células

endoteliales (CE), FCDP-I3 recluta pericitos (PC).(Lorier et al., 2011)
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su rol postnatal esta mas relacionado a modelos tumorales, recientemente se ha
demostrado que su delecion en células endoteliales mejora angiogénesis, pero los
nuevos vasos fallan en su maduracion por lo tanto da lugar a pobre perfusion
tisular.(Cochain et al., 2012)(Lorier et al., 2011).

2.8 FACTORES DE CRECIMIENTO.

Los factores de crecimiento mas estudiados son las familias de VEGF y el factor
de crecimiento fibroblastico (FGF), sin embargo, otros factores de crecimiento como
el factor de crecimiento nervioso, el factor de crecimiento similar a insulina 1, y el
factor de crecimiento hepatico estan presentes en la isquemia cardiaca y
promueven la angiogénesis disminuyendo la disfuncion cardiaca después del IAM.
Familia de Factores de Crecimiento VEGF.

Los miembros de la familia VEGF (Fig. 9) tienen un rol muy importante en la
angiogénesis post-IAM (Fig. 6), VEGF-A, el mas estudiado, actla a través de su
unién al receptor VEGFR-2, promoviendo la supervivencia celular endotelial, su
proliferacion y migracion. La expresion de VEGF se induce rapidamente en la
isquemia miocardica en humanos y roedores, no solo por hipoxia, sino también por
estiramiento mecéanico. Experimentos en los que se ha administrado VEGF a
porcinos han demostrado que su actividad proangiogenica estd asociada a
mejoramiento de la funcion cardiaca en modelo de IAM. Cuando VEGF actla solo
a través de VEGFR-2 estimulando la angiogénesis, forma vasos inmaduros,
desorganizados y con fugas, y puede inhibir la accién del factor de crecimiento
derivado de plaguetas BB, PDGF-BB sobre su receptor PDGFR[B, una via
indispensable para la maduracion vascular. Este fendmeno nos muestra que la
angiogénesis y la arteriogenesis son procesos altamente regulados en el tiempo
para la formacion de una red microvascular estable. El receptor VEGFR-1 al ser
activado por VEGF2 y el factor de crecimiento placentario (PIGF) estimulan los
mecanismos de angiogenesis por otros 2 mecanismos, primero al activarse
VEGFR-1 a traves de un mecanismo de transfosforilacion activa al receptor VEGF2

, por otro lado promueve el reclutamiento de células proangiogenicas
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Fig. 9 .- Familia de factores de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y sus vias
de sefializacién.(Cochain et al., 2012)

mielomonociticas que expresen VEGF1 en tejidos isquémicos, sin embargo su
accién aun es muy controversial, estudios recientes han sugerido que VEGF-B
pueden inducir angiogénesis especificamente en el corazén infartado del murino,
crecimiento de la arteria coronaria, pero no angiogénesis y por otro lado, Zhang et
al demostré que VEGF-B no se requeria para crecimiento vascular en ratones, pero
era esencial para su supervivencia a través de la induccion de varias vias
antiapoptoticas.

Finalmente, la isoforma VEGF-C promueve linfangiogenesis via su receptor
VEGFR-3, y también parece participar en la angiogénesis post-IAM, datos recientes
indican que induce directamente la aparicion de brotes vasculares in vivo. Ademas,
promueve la expresion de PDGF-B y la maduracion vascular, por lo que se

sospecha que su efecto es indirecto. (Cochain et al., 2012; Lorier et al., 2011).

2.9 SINTASAS DE OXIDO NITRICO (NOS) Y OXIDO NITRICO (ON), SU
IMPORTANCIA EN LA REPARACION CARDIACA.
El Oxido nitrico (ON) es una molécula mensajera en forma gaseosa sintetizada
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por una familia de enzimas conocidas como NOS a partir de L-arginina, O2,
NADPH, BH4 FAD y FMN, las cuales incluyen 3 isoformas NOS1 (neuronal, nNOS,
Neuronas del SNC y SNP, neuroglias, islotes del pancreas), NOS2 (inducible iNOS,
localizacion: Macréfagos, hepatocitos, células musculares lisas, neutréfilos y otros)
y NOS3 (endotelial eNOS: Endotelio vascular, rifién, plaguetas) las cuales se
expresan en diferentes tejidos (Ferrer-Viant, D., Jorge-Fonseca, C., Garcia-
Rodriguez, R., Martinez-Anglada, 1998). Desde su descubrimiento a inicios de
1980 por tres galardonados con el premio nobel, Furchgott, Ignarro y Murad, el ON
ha sido reconocido como una importante molecula en la sefializacion celular en
muchos procesos fisioldgicos (Sobrevia, Ooi, Ryan, & Steinert, 2016). Las NOS han
sido intimamente implicadas en la respuesta angiogénica a la isquemia e hipoxia,
en parte a través de HIF1a y VEGF jugando un papel importante en la angiogénesis
y remodelacién ventricular después de un IAM. Ademas, en ratones con delecion
de eNOS (Enos-/-) la angiogénesis esta reducida tras un IAM, igualmente la
capacidad de las estatinas conocidas por inducir angiogénesis a través de la
movilizacion de células progenitoras endoteliales (CPE) esta reducida. En ratas
tratadas con un activador transcripcional de eNOS tras un IAM se ve reducida el
area de infarto y el numero de CPE circulantes se ve conservado, efectos que no
fueron vistos en ratas Enos -/-. La habilidad del cofactor de NOS, Ila
tetrahidrobiopterina (BH4) para mejorar la angiogénesis miocardica tras un IAM,
requiere la presencia de iNOS por lo que se sugiere que el acoplamiento de la NOS
inducible es el determinante mas importante del efecto de BH4 en angiogénesis
miocardica y remodelacion tras IAM. (Cochain et al., 2012) EI ON también ha
demostrado tener un rol anti-hipertrofico en los miocitos atenuando la hipertrofia
ventricular izquierda y la disfuncion contractil tras la sobrecarga de presion.
Interesantemente trabajos recientes sugieren que el ON también podria promover
la hipertrofia. (Zhang & Shah, 2014) Los resultados de otros autores sugieren que
la presencia de eNOS limita la disfuncién y el remodelamiento ventricular izquierdo
en modelos murinos animales de IAM, por un mecanismo independiente de la
postcarga, en parte por disminuir la hipertrofia de los miocitos en el miocardio

remoto. El 6xido nitrico también ha demostrado disminuir la hipertrofia de miocitos
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cardiacos en cultivos celulares en respuesta a la angiotensina Il, y disminuye la
expresion de receptores de angiotensina Il tipo 1. La administracion de un inhibidor
de NOS en ratas causa hipertrofia cardiaca que no es prevenible por la reduccion
de la postcarga con hidralazina (Scherrer-Crosbie et al., 2001). Estudios recientes
han demostrado que el 6xido nitrico juega un papel central en la neovascularizacion
a través de la generacion de GMPc y la activacion de muchas otras respuestas de
sefalizacion celular. Evidencia acumulada sugiere que la sefializacion endotelial
PKA/eNOS juega un papel central en desordenes isquémicos tras promover la
neovascularizacion por tres procesos principales: angiogénesis, arteriogenesis
(colateralizacion), asi como vasculogenesis postnatal a través de células
endoteliales progenitoras circulantes (CPE) derivadas de la medula 6sea (MO)
(Fig.10y 11) (Bir et al., 2012).
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Fig 10.- Prototipo de la via de sefalizacion angiogenica relacionada con la

produccion de ON endogeno y la subsecuente activacion de la cascada de cinasas.
(Bir et al., 2012)
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2.10. SENALIZACION REDOX ENTRE CELULAS CARDIACAS, IMPORTANCIA
DE NADPH OXIDASAS.

Las biomoléculas modificadas como parte de reacciones de 6xido-reduccion
tienen influencia en muchos procesos fisiolégicos y patoldgicos del corazon
(funcion contractil, crecimiento de cardiomiocitos, hipertrofia, angiogénesis y
fibrosis) teniendo un rol importante en la remodelacion cardiaca. Estudios recientes
sugieren que el crosstalk entre cardiomiocitos y células endoteliales se da por 3
vias. 1. puede ser por difusion directa de ROS y ON; 2 ROS pueden afectar la
funcién del cardiomiocito al afectar la ECM del corazon. 3. Puede existir alteracion
dependiente de ROS de la liberacion paracrina de varias citocinas y factores de
crecimiento desde el EC. Los ROS incluidos en la sefializacion Redox como el
anion superoxido (02-), radical hidroxilo (OH-) y el peréxido de hidrogeno (H202),
y especies reactivas de NO como peroxinitrito (ONOO-) el producto de la reaccion
entre ON y O2-. Los efectos fisiopatoldégicos de los ROS dependen de su
concentracion, su proporcién, localizacion subcelular, y el estado antioxidante
enddgeno. Las fuentes de ROS en células cardiacas incluyen la mitocondria,
xantina oxidasa (XO), NOS desacopladas, y NADPH oxidasas (NOXs). Evidencia
actual sugiere que los ROS generados por las enzimas NOXs y sus interacciones
con NOS son de gran importancia en la sefalizacion redox durante el desarrollo de
la falla cardiaca. Se han identificado 7 familias de NOXs, sin embargo, las familias
de NOX2 y NOX 4 son las isoformas predominantes en cardiomiocitos y EC. Ambas
isoformas exhiben un flavocitocromo heterodimerico con una subunidad p22phox,
pero presentan algunas diferencias en cuanto estructura, activacién, funcién
intracelular y tipo de ROS generado. La activacion de NOX2 esta dada por
receptores agonistas acoplados a proteina G en respuesta a angiotensina Il,
endotelina, y agonistas a-adrenérgicos, ademas también se activa en respuesta a
factores de crecimiento como trombina, citocinas como el factor de necrosis tumoral
a (TNF-a), insulina y glucosa, y fuerzas mecanicas, estos estimulos inducen la
traslocacion de 4 subunidades regulatorias citosolicas (p47phox, 67phox, p40phox,
y Racl) las cuales se unen al flavocitocromo e inician la produccion de O2-. Por

otro lado, NOX 4 es constitutiva y activa a bajo nivel y no requiere de unién con
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otras subunidades citosolicas, sus niveles se incrementan en cardiomiocitos en
respuesta a la sobrecarga de presion, y en mdltiples células cardiaca por
isquemia/hipoxia, hambruna, y factor de crecimiento transformante B (TGF-B),
generando predominantemente H202 el cual tiene mayor estabilidad y difusibilidad
y no interacciona con ON en comparacion con otros ROS. NOX4 a través de la
produccion de H202 parece mejorar la sefializacion entre HIF1/VEGF y eNOS para
promover la angiogénesis, a su vez activa el factor de transcripcion GATA4
relacionado con un aumento en la expresién de VEGF, ha demostrado mejorar la
actividad de NOS siendo potencialmente benéfica en el proceso de reparacion
cardiaca y estimula la liberacion de Neurorregulina 1 (Nrg-1) en las CE, es un
miembro de la familia de los factores de crecimiento epidermoides (EGF), y ligando
de ErbB, un receptor acoplado a cinasa de tirosinas, teniendo interacciones con
Erb2/Erb4 en cardiomiocitos generando efectos antiapoptoticos en las células
miocardicas mejorando asi su supervivencia, también se ha encontrado que su
expresion incrementa durante la etapa de hipertrofia ventricular concéntrica
favoreciendo la hipertrofia de los miocitos. Por otro lado la produccion de O2- por
la NOX2 puede desacoplar las NOS por un mecanismo de oxidacién de BH4
ocasionando la disminucion de la produccion de ON y generando O2- , ademas el
exceso de O2- reacciona extremadamente rapido con el ON, incrementando las
concentraciones de ONOO- por lo que la via de sefializacion de ON se ve
interrumpida produciendo efectos patogénicos (Zhang & Shah, 2014) (Fig 12y 13).
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2.11. TERAPIA DE OXIGENACION HIPERBARICA (HBO).

La terapia de oxigenacion hiperbarica ha sido usada para tratar la enfermedad
por descompresion del buzo desde 1917 cuando los potenciales beneficios de esta
fueron reportados por Drager quien disefio un sistema para tratar los accidentes
por buceo, el sistema de Drager nunca entro en produccién por razones
desconocidas,
fue hasta 1937 cuando Behnke y
Shawn usaron la camara de aire del
hotel Cunningham  tras  su
demolicion (Fig 14), para tratar la
enfermedad por descompresion con

oxigeno hiperbarico y asi la era de la

terapia  de la oxigenacion

hiperbarica empez6. Fig.14 Camara hiperbarica gigante de acero

Sin embargo, las  cAmaras del hotel Cunningham. Contenia 72 cuartos.
hiperbaricas fueron desarrolladas desde 1620 por el inventor holandés Cornelius
Drebbel y llamadas campanas de buceo las cuales utilizaban aire hiperbérico. El
oxigeno fue descubierto hasta 1775, cuando el cientifico ingles Joseph Priestley
separo lo que llamo “aire deflogisticado” sin embargo los efectos tdxicos del oxigeno
a altas concentraciones fueron reportados por Lavoisier y Seguin en 1789 por lo
que se rechazaba totalmente su uso en condiciones hiperbarica (Jain, 2017).
Boerema, el padre de la medicina hiperbarica moderna comenzd a usar la
oxigenacion hiperbarica para tratar otras patologias, en 1956 realizo una cirugia
cardiaca en una camara hiperbarica, y en 1960 demostré que un cerdo se podia
mantener vivo sin sangre con el uso de HBO. La terapia de HBO consiste en la
exposicion a una presién parcial de O2 mayor a una atmosfera lo cual aumenta la
fraccion inspirada de oxigeno, la cantidad de oxigeno disuelta en sangre y la
concentracion tisular de este gas. La terapia de HBO disminuye el gasto cardiaco
y causa bradicardia como respuestas iniciales para moderar los niveles de oxigeno,
incrementa la resistencia vascular sistémica por el incremento de la presion

atmosférica , esto provoca a su vez un cambio transitorio de la circulacion de la
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sangre sistémica a la pulmonar por lo que incrementa el volumen de sangre
pulmonar, la presion arterial y venosa pulmonar, a su vez aumenta la presion
arterial sistémica lo que incrementa el flujo sanguineo en tejidos isquémicos, y
contrarresta el dafio por reperfusion (Allen, Demchenko, & Piantadosi, 2009) e
incrementa el flujo sanguineo en tejidos isquémicos, y contrarresta el dafio
por reperfusion. Ademas, inhibe la reproduccion de microorganismos
anaerobicos y micro-aerofilicos. Actualmente se han reportado beneficios del
oxigeno hiperbarico (HBO) como terapia principal o conjunta en diversas lesiones
y condiciones médicas agudas (Intoxicacion por monoéxido de carbono, enfermedad
de descompresion, embolismo graso, gangrena gaseosa, isquemia periférica
traumatica aguda, lesiones por aplastamiento, infecciones necrotizantes
progresivas, insuficiencia arterial periférica, envenenamiento con cianuro y
osteoradionecrosis) y cronicas (Actinomicosis, preservacion de injertos de piel,
lesiones de extremidades inferiores en pacientes diabéticos y osteomielitis
refractaria crénica) (Singh & Gambert, 2014). Ademas la HBO ha demostrado
estimular la neovascularizacion en injertos, heridas y tejidos irradiados a través de
la generacion de ROS (radical superéxido y perdxido de hidrogeno) los cuales
actian como moléculas de sefializacion celular capaces de estimular la
proliferacion celular endotelial, mejorando el flujo sanguineo y disminuyendo el
tejido isquémico (Yogaratham et al., 2006). Adicionalmente estudios
experimentales en ratas han descrito un posible rol protector de la HBO en la lesion
por isquemia reperfusion miocardica, desencadenado probablemente por el
mecanismo de los ROS cuya evidencia sugiere que puede involucrar la activacion
de PKC y modulacién de la eNOS incrementando la produccién de NO, regulando
a la baja las moléculas de adhesion celular particularmente la ICAM-1 y selectina-
P e inhibiendo la funcion de CD11a/18 previniendo la adhesién neutrofilica dando
lugar a una disminucién de la peroxidacion lipidica membranal, disminuyendo la
lesion e inflamacién en la pared microvascular, el potencial de la HBO para inducir
neovascularizacion, e incrementar la proliferacion de células angiogénicas, y
recientemente demostrar que moviliza las células progenitoras endoteliales de la

medula (Sunkari et al., 2015). puede promover la reparaciéon del dafio del endotelio
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vascular, ambos mecanismos podrian explicar la interrupcion de la progresion de
la arterioesclerosis como se ha reportado en pacientes tratados con HBO en los
gue ha disminuido la incidencia de angina (Yogaratnam et al., 2006), igualmente la
terapia de HBO esté relacionada con un aumento adaptativo en la actividad y
expresion de las defensas antioxidantes (catalasa y superéxido dismutasa) lo que
reduce la produccion de radicales libres y la muerte en las células miocéardicas por
la subsecuente anoxia-reoxigenacion (Kim et al.,, 2001). Por lo que ha sido
propuesta como una nueva terapia para tratar la isquemia miocardica.

Efectos adversos, oxidantes y protectores de la HBO.

Ademas de estos efectos, el estrés oxidativo mediado por oxigeno hiperbérico
también ha demostrado estimular la produccién de factores de crecimiento, esto es
debido al aumento en la sintesis y estabilizacion de los factores de transcripcion
HIF. Como ya se menciond anteriormente, la expresion y regulacién de HIF1a esta
estrechamente regulada, y su degradacion y ubiquitinacion ocurre cuando la célula
tiene concentraciones de oxigeno adecuadas. Sin embargo, en condiciones
hipoxicas 0 normoxicas, los radicales libres son requeridos para la expresién de
HIF y su estabilizacion, por lo que el oxigeno hiperbarico incrementa los niveles de
HIF1 y HIF2 en células progenitoras vasculares debido al incremento de los ROS.
Una de las consecuencias del incremento de los ROS es el incremento en la
produccion del antioxidante tioredoxina, la tioredoxina reductasa. La tioredoxina
actia como un factor de transcripcion responsable de promover la expresion de
HIFs. Otro mecanismo fisioldgico de estrés oxidativo que actla por la misma via es
el metabolismo del lactato. (Thom, 2011)

Sin embargo, y a pesar de los beneficios descritos de la HBO, no debemos dejar a
un lado sus efectos adversos, los cuales engloban lesiones pulmonares
ocasionadas por un cambio transitorio de la circulacion de sangre sistémica a la
pulmonar por lo que incrementa el volumen de sangre en un sistema de baja
presion, aumentando asi la presion arterial y venosa pulmonar provocando ruptura
de capilares, edema pulmonar rico en proteinas y dafio de la barrera alveolo-capilar
(Allen et al., 2009), efectos en sistema nervioso central manifestados por crisis

convulsivas ténico-clonicas secundarias a la vasoconstriccién y disminucién del
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flujo sanguineo cerebral generado por la hiperoxia (Thom, 2009) y miopia reversible
por la descarga parasimpatica tras la activacion de los quimiorreceptores del cuerpo
carotideo (Jain, 2017). Dentro de sus efectos oxidantes secundarios a la produccion
de ROS, el mas importante es el dafio oxidativo del DNA, afortunadamente, este
dafio solo fue detectado tras la primera sesion de HBO lo que indica un aumento
en las defensas antioxidantes desde la primera exposicion (Yogaratnam et al.,
2006), e incluso cuando no se produce dafio del DNA en la primera sesion, las
defensas antioxidantes ya estan presentes y las células estan casi complemente
protegidas para la segunda sesion, indicando que el dafio al DNA no es el gatillo
para el desarrollo de la proteccion adaptativa y existen otros mecanismos de
induccion quizas a través de la via PKC (Rothfuss & Speit, 2002). Igualmente la
exposiciéon a hiperoxia es bastante breve en los protocolos actuales (2h/dia) a una
presion de 2.0 a 2.4 atmosferas absolutas, por lo que estudios demuestran que las
defensas antioxidantes (enzimas como superéxido dismutasa, catalasa,
tiorredoxinas, peroxidasa dependiente de glutation, reductasas y antioxidantes no
enzimaticos como la vitamina C, vitamina E, glutatién, &cido Urico, beta-caroteno y
caroteno) son suficientes, de tal manera que el estrés bioguimico relacionado al

incremento de ROS es reversible (Thom, 2009).

2.12 HBO EN EL IAM.

El HBO hiperbarico ha mostrado ser beneficioso en una serie de condiciones
caracterizadas por isquemia y sus beneficios durante un IAM en curso han sido
reportados por una serie de estudios preclinicos y clinicos en donde parece reducir
la cantidad de cardiomiocitos infartados (Wijesinghe et al., 2008).

A una concentracion del 100% y 2.5 atmédsferas absolutas, la presion de oxigeno
en sangre sube de 100mmHg (con oxigeno al aire ambiente) a 2200mmHg.
A estas dosis se ha establecido que la terapia con HBO a nivel miocardico puede
ser favorable (Rawles & Kenmure, 1976)(Kenmure, Beatson, Cameron, & Horton,
1971)

Se han reportado los siguientes beneficios del uso de la terapia con HBO en el

IAM en curso: 1) Disminucién del area de infarto miocéardico, 2) Disminucién de las
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concentraciones séricas de GPT y GOT, y 3) Mejoria de los parametros
hemodinamicos (Davidson, Ramo, Wallace, Whalen, & Starmer, 1973)(McNulty,
2004).

2.13 NITROGLICERINA EN EL IAM

La nitroglicerina (trinitrato de glicerilo) es un farmaco del grupo de los
nitrovasodilatadores o donadores de oOxido nitrico utilizado para el tratamiento de
enfermedades cardiovasculares, entre ellas, urgencias hipertensivas, cardiopatia
isquémica e insuficiencia cardiaca. Fue descubierta a partir de glicerina, acido
nitrico, acido sulfarico y corriente de agua fria en 1847 por el italiano Ascanio
Sobrero y utilizada como un explosivo muy inestable. Sus efectos terapéuticos
fueron descubiertos cuando se encontrd que los trabajadores que la manipulaban
en la industria de los explosivos sentian dolores de cabeza. Tras investigaciones
subsecuentes se encontré que los dolores de cabeza se debian a la capacidad de
la nitroglicerina de producir una marcada vasodilatacion. A pesar de que el farmaco
ya era utilizado desde 1879 por el Dr. William Murrell del Hospital de Westminster
en Londres para el alivio del ataque anginoso agudo (Tfelt-Hansen & Tfelt-Hansen,
2009), fue a partir de la década de los 70s del siglo pasado cuando se empez6 a
dilucidar su mecanismo de accion y otros efectos cuando se descubrié que el
metabolismo hepatico de los nitratos liberaba 6xido nitrico (ON), investigaciones
por las que Robert Furchgott, Ferid Murad y Louis J. Ignarro recibieron el premio
nobel en 1998. La nitroglicerina puede disminuir los sintomas y signos de isquemia
miocardica al disminuir la precarga ventricular izquierda e incrementar el flujo
sanguineo coronario sin embargo no ha demostrado atenuar la lesion miocardica
asociada a oclusion epicardica de las arterias coronarias a menos que el
vasoespasmo juegue un rol importante en la patologia. Puede ser util para tratar
pacientes con STEMI, hipertensién o falla cardiaca, pero esta contraindicada en
pacientes con hipotension, bradicardia o taquicardia marcada, infarto ventricular
derecho y tras el uso de inhibidores de la fosfodiesterasa’s 24 horas antes (O’Gara
et al., 2013) . La Nitroglicerina presenta un metabolismo hepatico intenso de primer

paso, asi como vascular por la enzima aldehido deshidrogenasa 2 mitocondrial
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(ALDH2m) también conocida como nitrato reductasa orgénica dependiente de
glutation a través de una reaccion de desnitracion en la cual los nitratos se
convierten en nitritos y se forman compuestos activos como el radical libre ON
(Oxido nitrico) y los S-nitrosotioles (liberan 6xido nitrico) asi como sustancias
conjugadas con glutation menos activas como 1,3/ 1,2 gliceril dinitrato y gliceril
mononitrato, el eritrocito también juega un papel importante en su
biotransformacion por un proceso enzimatico dependiente de sulfhidrilo y una
interaccién con la hemoglobina reducida formando el complejo hemoglobina-ON
(Katzung, Masters, & Trevor, 2012). La vida media de la Nitroglicerina IV es de 1-4
minutos y sus metabolitos tienen una vida media de 2 horas. El inicio de accién y
la duracion del efecto varian dependiendo de la via de administracion, para el inicio
de accion IV: 1-2 minutos, Sublingual:1-3 minutos, VO: 1 hora, Tépica 30 minutos,
para la duracion 1V:3-5 minutos, Sublingual:30-60 minutos, VO:8-12 hrs y Topica:
8-24 hrs. Su fijacion a proteinas es del 60%, la nitroglicerina y sus metabolitos
glucoroconjugados son excretados por via urinaria (Hill et al., 2017). Un estudio
previo que demostro disminucion en el area de infarto en corazones de perro a los
cuales se les indujo un IAM y posteriormente se les administro nitroglicerina
intravenosa, sugiere que la proteccion miocéardica por la nitroglicerina no depende
de la disminucién en las demandas de oxigeno miocardico, mas bien del incremento
en la circulacion colateral resultante de un efecto vasodilatador directo en el arbol
coronario. (Jugdutt et al., 1981).

41



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se sabe en la actualidad que los tratamientos mas aceptados en el IAM son la
angioplastia coronaria como primera opcién terapéutica, y la fibrindlisis, mismos que
son recomendados dentro de las primeras 12 horas de haberse instalado el evento
isquémico (O’Gara et al., 2013). Si se sobrepasa este tiempo de ventana terapéutica
en el IAM, sobreviene la insuficiencia cardiaca isquémica, cuya mortalidad es alta 'y
directamente proporcional a la cantidad de tejido necrético involucrado.

En la actualidad las terapias proangiogenicas son una estrategia prometedora para
el tratamiento del infarto agudo al miocardio, debido a que la formacion de novo de
microvasculatura tiene el potencial de salvar miocardio isquémico a etapas
tempranas después del IAM y es esencial para prevenir la transicion a falla cardiaca
a través del control de la hipertrofia y contractilidad del cardiomiocito.

Si bien la terapia con oxigeno hiperbarico (HBO) en el IAM en curso pareciera
tener una influencia positiva en la neovascularizacion del cardiomiocito
comprometido, existen pocos estudios que demuestren su utilidad.

Por otro lado, el 6xido nitrico ha demostrado ser una molecula crucial en el proceso
de angiogénesis de dos formas principales, al estabilizar HIF1-a de forma directa y
en consecuencia favoreciendo la expresion de VEGF, y al incrementar la expresion
de genes angiogénicos tras desencadenar la activacion de su cascada de

sefalizacion.

4. JUSTIFICACION

En México y a nivel mundial, la primera causa de muerte en la poblacion son las
enfermedades cardiacas y de estas, la patologia coronaria ocupa el primer lugar. En
la actualidad la angioplastia coronaria percutanea y la trombdlisis son las medidas
terapéuticas principales para su tratamiento, sin embargo, pocos pacientes son
sometidos a las mismas debido a la falta de recursos y personal para llevarlas a cabo,
por lo que la gran mayoria de los pacientes que sufren de un IAM evolucionan sin
recibir ningun tratamiento, por lo que generan muchas comorbilidades, entre ellas, la
insuficiencia cardiaca. Es por eso que la busqueda de nuevas estrategias

terapéuticas que permitan mejorar la calidad de vida de los pacientes que no fueron
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sometidos a la angioplastia o trombolisis ha tomado gran importancia, y de ellas, las
terapias proangiogenicas como la HBO y la nitroglicerina son alternativas viables que

deben ser investigadas.

5. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Se disminuye el area miocardica infartada y cudles son los efectos angiogénicos
que presentaran las ratas tratadas con las terapias propuestas (nitroglicerina via
transdérmica, la terapia de oxigenacion hiperbarica y la combinacion de ambas) en

un modelo de IAM en rata?

6. HIPOTESIS

“La terapia de oxigenacion hiperbarica, la nitroglicerina y la terapia dual, disminuyen
el area miocardica infartada y promueven cambios proangiogenicos, estimulando la

neovascularizacion del tejido isquémico cardiaco”

7. OBJETIVOS

7.1. OBJETIVO GENERAL

-Analizar los cambios proangiogenicos que ejercen la terapia de oxigenacion
hiperbarica, la nitroglicerina y la terapia combinada, durante la etapa proliferativa de
reparacion miocardica en un modelo de IAM en rata.

7.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Evaluar si las terapias propuestas (oxigeno hiperbérico, nitroglicerina y terapia
dual), son capaces de reducir el tamafio del infarto en el corazén de la rata después
de un infarto agudo al miocardio.

-Identificar si el tratamiento con oxigeno hiperbarico, nitroglicerina y la combinacion
de ambas, incrementan los botones vasculares marcados con VEGFR-2 mediante
inmunohistoquimica en el tejido necrético en el corazon de la rata tras un I1AM.
-Determinar si el tratamiento con oxigeno hiperbarico, nitroglicerina y la combinacién
de ambas, incrementan el nimero de células endoteliales proliferantes CD34+

mediante inmunohistoquimica en el tejido necrotico en el corazon de la rata.

-Analizar la expresion de ERK 1/2 a través de inmunohistoquimica.
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8. MATERIAL Y METODOS

8.1 TIPO DE ESTUDIO

Se trata de un estudio preclinico fase 0, experimental, prospectivo, analitico y
transversal. Este estudio se realizO en el Laboratorio de Farmacologia
Cardiovascular y Medicina Hiperbarica Experimental perteneciente a Seccion de
Estudios de Posgrado e Investigacion (SEPI) de la Escuela Superior de Medicina
(ESM) del Instituto Politécnico Nacional (IPN), en el periodo de enero del afio
2017 a diciembre del 2019, de acuerdo a un cronograma implementado para ello.

8.2. MODELO EXPERIMENTAL

8.2.1. Animales

El estudio experimental se realizd en ratas Wistar machos cuyo peso varié
entre 350 a 400gr. Las ratas fueron obtenidas del bioterio de la ESM del IPN y
trasladadas para ser mantenidas bajo condiciones fisiolégicas en el
Laboratorio de Farmacologia Cardiovascular y Medicina Hiperbarica
Experimental. Se les conservé en jaulas con su debida alimentacion segun
demanda (agua y alimento sintético para roedores en base a proteinas, grasa, fibra,
Cay P). Las jaulas tuvieron aserrin para facilitar el manejo de orina y excretas, y
se encontraron a una temperatura ambiente (entre 28 a 32°C) de acuerdo a la
NOM- 062- ZO0O-1999. Desde estas jaulas, las ratas fueron extraidas para los
procedimientos experimentales (IAM experimental y/o terapia con HBO y/o
nitroglicerina), y devueltas para su conservacion hasta el momento en el que se

determiné su eutanasia.
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8.2.2. Formacién De Grupos

Formacion de Grupos
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FIG.15 Grupos de experimentacion.

Las ratas de estudio fuerdn divididas en los siguientes 6 grupos: Grupo A (Control),
Grupo B (Controles IAM), Grupo C “Sham” (Cirugia sin IAM y sin terapia), Grupo D
(IAM con HBO), Grupo E (IAM con Nitroglicerina) Grupo F (IAM con Nitroglicerina
y HBO). Cada uno de los cinco grupos de estudio estuvo conformado por 6 ratas
con una muestra total de 36 ratas. (Fig.15)

Las ratas fueron aleatoriamente asignadas a cada uno de los seis grupos de
experimentacion de acuerdo a las siguientes caracteristicas:

8.2.2.1. Grupo A (Controles), las ratas de este grupo fuerdn intervenidas para
producirles un IAM ni a ningun tratamiento.

8.2.2.2. Grupo B (Controles IAM), las ratas de este grupo fuerdn intervenidas a
través de una toracotomia anterolateral izquierda para inducirles un IAM
experimentalmente un IAM antero-septo-apical mediante la ligadura de la arteria
descendente anterior (DA) del corazdn con hilo de polipropilene 7-0 a nivel del
borde inferior de la orejuela izquierda.

8.2.2.3. Grupo C “Sham” (Cirugia, no IAM, no terapia), Las ratas de este grupo
fuerdn intervenidas a través de una toracotomia anterolateral izquierda sin

inducirles experimentalmente un IAM.
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8.2.2.4. Grupo D (IAM con HBO). Las ratas de este grupo fuerdn intervenidas a
través de una toracotomia anterolateral izquierda para inducirles
experimentalmente un IAM antero-septo-apical mediante la ligadura de la arteria
descendente anterior (DA) del coraz6n con sutura polipropilene calibre 7-0 a nivel
del borde inferior de la orejuela izquierda. Tras el IAM, serdn sometidas a terapia
con HBO al 100% con 2 atmdsferas de presion por el lapso de una hora. Se
realizaran 3 sesiones de terapia con HBO en total.

8.2.2.5. Grupo E (IAM con nitroglicerina). Las ratas de este grupo fueron
intervenidas a través de una toracotomia anterolateral izquierda para inducirles
experimentalmente un IAM antero-septo-apical, con las mismas caracteristicas ya
descritas para el Grupo B, tras la cirugia, se les aplico el parche de Nitroglicerina
en el area dorso-cervical con las caracteristicas mencionadas en el disefio
experimental.

8.2.2.6. Grupo F (IAM con Nitroglicerina y HBO). Las ratas de este grupo fueron
intervenidas a través de una toracotomia anterolateral izquierda para inducirles
experimentalmente un IAM antero-septo-apical, con las mismas caracteristicas ya
descritas para el Grupo B, tras la cirugia, se les aplicara el parche de Nitroglicerina
en el area dorso-cervical con las caracteristicas mencionadas en el disefio
experimental y serdn sometidas a terapia con HBO al 100% con 2 atmosferas de
presion por el lapso de una hora. Se realizaran 3 sesiones de terapia con HBO en

total.

8.2.3. Modelo De Infarto Agudo Al Miocardio.

Se utiliz6 un modelo de infarto cardiaco agudo sin reperfusion en ratas Wistar
macho de acuerdo a la literatura (Olivares R et al., 2012) como se describe a
continuacion:

eAnestesia por via intraperitoneal con Xilazina 5 mg/kg y Ketamina a 40 mg/kg
(Romero-Fernandez et al., 2016)

eIntubacion orotraqueal y apoyo con ventilador mecéanico (Ventilador Harvard
Rodent Ventilator, Modelo 683) con un volumen de 2.5 a 3 ml de aire ambiental

46



(FiO2=21%) a una frecuencia de 60 insuflaciones por minuto, durante el tiempo
quirurgico y hasta la recuperacion anestésica.

e Toracotomia anterior en 4° espacio intercostal izquierdo.

ePericardiectomia anterior con avulsion del pericardio mediante traccion mecanica.

eLigadura de la arteria descendente anterior delante del borde inferior de la
orejuela izquierda, colocando un punto de sutura con prolene vascular 7-0.

¢ Aspiracion de la cavidad toracica mediante succion directa.

oCierre del térax izquierdo con puntos de afrontamiento costal con prolene
vascular 5-0 y planos musculares con mismo material y puntos simples. Piel con

puntos simples de nylon 4-0.

eAplicacion de analgesia después del IAM experimental con tramadol a dosis
de 40mg/kg por via oral después de la extubacion, y con reaplicacion cada 24
horas. (Duvall, 2017)

8.2.4 Esquema De Administracion Del Parche De Liberacion Prolongada De
Nitroglicerina

A las ratas del grupo E (IAM con Nitroglicerina) se les aplicé un parche de liberaciéon
prolongada de nitroglicerina a nivel dorso-cervical inmediatamente al término de la
cirugia. La tasa de liberacién del parche de nitroglicerina es linealmente
dependiente del area del sistema aplicado; cada sistema libera aproximadamente
0.02 mg/hr de nitroglicerina por cada cm?, Las tasas de liberacién del farmaco in
vivo fueron descritas en términos de droga liberada por 24 horas, en estos términos,
los sistemas transdérmicos de nitroglicerina (Transderm Nitro) tienen una tasa de
liberacion de 2.5 mg/24 hrs (0.1 mg/hr), 5 mg/24 hrs (0.2 mg/hr), 10 mg/24 hrs (0.4
mg/hr), 15 mg/24hrs (0.6mg/hr), para los parches de 5, 10 (25mg),20 (50 mg) y 30
cm? (75 mg) respectivamente. En las ratas que tienen indicado el parche de
nitroglicerina se utilizara el esquema equivalente en humano del parche de 20 cm?
gue provee 0.4 mg/hr de nitroglicerina ya que ha demostrado en pruebas clinicas
mucha mayor actividad antianginosa que placebo, en comparacién con dosis
menores con actividad escasamente significativa (Novartis Co., 2006), siendo su

equivalente de liberacion en rata de 160 ng/min 6 9.6 ug/hr por lo que a las 24hrs
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tendremos una dosis total 0.23 mg de acuerdo a articulos previamente publicados
(Calatayud et al., 1999), calculando el tamafio del parche a aplicar por la siguiente

ecuacion.

10cm? = 0.0096 mg/hr

= 0.48 cm?
0.2mg/hr o

Tamafio del parche enrata =

8.2.5 Terapia Con HBO

El grupo D (IAM con HBO) fue sometido a tratamiento con HBO y este se administré
con un tiempo de exposicién de 60 min cada sesion por dia con oxigeno al 100%, a
una presion atmosférica de 2 ATA en camara hiperbérica experimental monoplaza
(MISSA) de acuerdo a publicaciones de investigadores que también trabajan con
camara de HBO (Cabigas et al., 2006; Han et al., 2008; Vlahovi¢ et al., 2004), con
las siguientes especificaciones:

La presurizacion se llevo a cabo en un periodo de 15 minutos, transcurridos los 60
minutos la despresurizacion se realizé en un tiempo de 15 minutos.

Después de este periodo los animales fuerén sacados de la camara y resguardados

en su jaula.

Fig.16.- Camara Hiperbarica Experimental del Laboratorio de Farmacologia
Cardiovascular y Medicina Hiperbarica Experimental ESM-IPN
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8.2.6 Eutanasia

Al tercer dia del 1AM y/o la terapia con HBO y/o Nitroglicerina, la eutanasia de
las ratas sera realizada mendiante la administracion de pentobarbital sédico a una
dosis de 120-210 mg/kg como se indica en la NOM-062-Z0O0-1999, para
posteriormente ser sometidas a diseccion del térax para extraer el corazon, se
escogio el tercer dia para encontrar los cambios proangiogenicos en la fase
proliferativa de la reparacion cardiaca de acuerdo a la literatura (Frangogiannis,
2008). El resto del cadaver fue eliminado conforme a la normatividad de residuos
peligrosos biolégicos e infecciosos (RPBI) NOM-087-ECOL-SSA1-2002.

8.2.7 Medicién De Variables Experimentales

Para medir el area infartada, una vez extraidos los corazones estos fueron cortados
transversalmente desde el apex a la base con cortes de 1 mm, e incubados a 38°C
en 1% de cloruro de trifeniltetrazolium (TTC) por 10 min para permitir la delimitacion
del tejido necrotico, la medicion se realizara entre los 5 y 6mm superiores al 4pex
ya que distintos autores reportan que en este corte transversal se refleja el tamafio
del infarto de todo el ventriculo izquierdo, de la misma manera el estudio histolégico
e inmunohistoquimico se realizara en este corte ya que refleja la zona mas
representativa del infarto(Oh, Ono, Rockman, & Ross, 1993; Zornoff, Paiva,
Minicucci, & Spadaro, 2008) (Kim et al., 2001). Con ayuda del software
AxioVision, se calculo el area fibroética resultante del infarto.

Para realizar las mediciones inmunohistoquimicas, los corazones fuerén
sometidos a una solucién de formol bufferizado al 10% que ayudara a preservar el
tejido, para luego realizar el estudio histologico del infarto. Las laminillas
histologicas de los corazones fueron sometidos a la técnica de
inmunohistoquimica (Ver Anexo 2) con anticuerpos contra VEGFR-2, CD34 y ERK
1/2 debido a que son las proteinas proangiogenicas con mayor importancia de
acuerdo a la literatura. Posteriormente se usO un microscopio de
inmunofluorescencia para detectar las células endoteliales de los botones de
neovascularizacion de tejido infartado para cuantificarlas por campo de

observacién. Se hizo el conteo microscopico a 40 aumentos (40X) con técnica de
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estereologia por 10 campos y se sacara el promedio para cada espécimen de
estudio.

Finalmente, una vez recabadas todas las variables estipuladas en este estudio
en una planilla de recoleccion de datos, se hara un analisis estadistico para buscar
la relacion entre terapia con HBO y neovascularizacion del tejido miocérdico
después de 6 horas de un IAM experimentalmente inducido.

8.3. DIAGRAMA DE FLUJO

‘ GRUPO A | | GRUPO C | GRUPO E GRUPO F | GRUPO D
CONTROLES SHAM ‘ 1AM CON ‘ |AM CON HBO Y NTG 1AM CON HBO
NITROGLICERINA

GRUPO B
CONTROLES IAM

Cirugia sin 1AM y sin L > Ligadura dela arteria descendente anterior para
terapia provocar IAM

Terapia con parche de

- L Terapia con HBO.
nitroglicerina.

Sacrificio de la rata (3° dia post-1AM).

Medicion del area infartada con el

software AxioVision Realizacidn de inmunchistoquimicas.

FIG.17.- Diagrama de flujo que muestra la metodologia utilizada en la presente

investigacion.
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8.4. VARIABLES

Tabla 5. Variables experimentales

Operacio- Unidad de Prueba
Variable Conceptualizacion nalizacion Tipo medida Estadistica
Variable independiente
Presencia o ausencia de Con o0 Sin Cualitativa
Oxigeno terapia con oxigeno Oxigeno nominal -
hiperbarico hiperbarico hiperbarico dicotémica
Nitroglicerina Colocacion o no del Con 0 Sin Cualitativa
parche de liberacion Parche de nominal
prolongada de Nitroglicerina dicotémica
Nitroglicerina
Variables dependientes
Medicion computarizada Identificacion
del area infartada con un histolégica del ANOVA de una
Areainfartada | software (Axion Vision) ancho por el largo Cuantitativa Milimetros via
de la zona continua cuadrados
infartada. (mmz)
Cantidad de botones Botones
Botones vasculares estimados por vasculares Botones ANOVA de una
Vasculares estereologia en un corte VEGFR-2 Cuantitativa  |vasculares por via
VEGFR-2 transversal de positivos por discreta campo
1/3 medio a 6mm campo
Cantidad células que
expresan CD34 por Células que
estereologia en un corte |expresan CD34 por ANOVA de una
Expresion de |transversal de 1/3 medio a campo Cuantitativa Células tefiidas via
CD34 5mm del apex microscopico a 40X discreta por campo
Cantidad de células que Células que
expresan ERK por expresan ERK por
Expresion de estereologia en un corte campo Cuantitativa Células tefiidas ANOVA de una
ERK 1/2 transversal de 1/3 medio a |microscépico a 40X discreta por campo via
5mm del apex
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8.5. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos seran recolectados en hojas de evaluacion predisefiadas para
este efecto, y posteriormente seran vaciados en una planilla Excel, para ser
procesados con los softwares estadisticos GraphPad Prism y SigmaPlot. Las
variables continuas se presentan con medidas de tendencia central y de
dispersion (promedio £ desviacion estandar con rangos de variabilidad minimo y
maximo). Para la comparacion entre los tres grupos de estudio se uso la prueba
de ANOVA de una via cuando la distribucion sea normal. Para las variables
continuas sin distribucion normal se us6 la prueba no paramétrica de Kruskal-
Wallis. Los valores de p menores a 0.05 se consideraron como
estadisticamente significativos. El andlisis se realizé comparando los 5 grupos:
Grupo A (Control), Grupo B (Controles IAM), y Grupo C “Sham” (Cirugia sin IAM y
sin terapia) y Grupo D (IAM con HBO), Grupo E (IAM con Nitroglicerina), Grupo F
(IAM con NTG y HBO)

8.6. CONSIDERACIONES ETICAS

El presente estudio fue evaluado por el CICUAL para dar cumplimiento a las
normas éticas institucionales en el manejo y sacrificio de los animales de
laboratorio. Los procedimientos realizados en los animales cumplieron con los
requerimientos que en la materia determinan la norma oficial mexicana NOM-062-
Z00-1999 Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los
animales de laboratorio, Sagarpa; y la Guia para el cuidado y uso de los animales

de laboratorio, National Research Council.
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9. RESULTADOS

Se exponen los resultados de las variables macroscopicas y microscopicas que
expresan con mayor objetividad el efecto de las terapias con oxigeno hiperbérico
(HBO) vy nitroglicerina sobre el infarto agudo de miocardio (IAM)
experimentalmente inducido por ligadura de la arteria descendente anterior de las

ratas Wistar.

9.1 RESULTADOS MACROSCOPICOS
En la Figura 18 se muestran las diferencias macroscopicas de los corazones de
las ratas de los grupos de estudio Control y Sham (Grupo Ay C). Se puede observar

que la coloracién exterior de ambos corazones es homogénea, sin adherencias

pericardicas ni depresiones en la pared cardiaca.

CORAZON DE RATA DEL GRUPO CORAZON DE RATA DEL GRUPO
CONTROL SHAM

Fig.18.- Comparacion macroscépica de los corazones de los grupos Control y

Sham, ambos presentan el aspecto anatémico normal y sin alteraciones.

En la Figura 19 se muestran los corazones de las ratas de los grupos IAM Control
3 dias, IAM+HBO 3 Sesiones, IAM+NTG 3 dias y IAM NTG+HBO 3 dias (Grupos
B, D, E y F). Se puede apreciar en los 4 grupos una morfologia anormal, con
presencia de tejido de granulacién de color amarillo, asi como areas de depresion
de la pared miocéardica a nivel del area de infarto, la cual esta determinada por la
arteria descendente anterior. El grupo que presento los cambios morfopatologicos

mas visibles fue el grupo Control IAM (Grupo B), presentando una mayor extensiéon
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del area con presencia de tejido de granulacion, asi como depresiones de la pared
miocardica.

En el caso de los grupos que fuerén sometidos a las terapias propuestas, los
cambios morfopatologicos continlan presentes, sin embargo, de manera menos
evidente, las depresiones de la pared miocéardica no son apreciables, y el tamafio
del area con tejido de granulacion es menor. Cabe mencionar que en el caso del
grupo IAM+NTG 3 dias, el tejido de granulacion se aprecia con una coloraciéon

amarilla menos intensa y difusa.

IAM CONTROL IAM + HBO 3 IAM + NTG 3 IAM NTG + HBO
3 DIAS SESIONES DIAS 3 DIAS

Fig.19.- Comparacién macroscépica de los corazones control IAM y los que recibieron
tratamiento, se puede apreciar con una coloracién amarilla el tejido fibrético secundario

a la reparacion miocardica del tejido infartado.

Para objetivar el area de infarto como parte de los cambios morfol6gicos que se
presentaron con la ligadura experimental de la arteria descendente anterior tras tres
dias de evolucién, se realizé la tincion con solucién de Trifeniltetrazolium de los
cortes transversales de 2 mm de los corazones con lo que se delimito el area
infartada (Fig. 20) y se pudo medir a través del software AxioVision obteniéndose

los valores que se muestran en la Tabla 6.
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IAM CONTROL
3 DiAS

IAM + HBO 3
SESIONES

IAM + NTG 3
DIAS

IAM NTG + HBO
3 DIAS

Fig.20.- Cortes de corazén post-IAM control y con tratamiento, tefiidos con

trifeniltetrazolium, para resaltar las areas infartadas (Color blanco).

Tabla 6: Comparacion del % del IAM entre los diferentes grupos de estudio, en la

columna de la derecha se muestran los resultados del analisis estadistico.

GRUPO
B (IAM

Control 3 dias)

D (IAM+HBO 3
SESIONES)

E (IAM + NTG)

F (IAM + NTG+ HBO 3
SESIONES)

N° de

rata

Area infarto

(mm?)
90 .885
113.34
100.38
41.475
49.3275

44.19
38.2725
41.7495
43.8525
52.8675
35.7675

40.395

Area total

(mm?)
368.655
549.075

401.52
412.395
341.4
365.46
328.9425
339.636
378.825
408.075
356.3925

406.185

Porcentaje del IAM

(%)
24.653131
20.6419888
25
10.0571054
14.448594
12.0916106
11.6350
12.2924
11.5759
12.9553
10.0359

9.9449

Porcentaje del IAM
Media £ SEM

23.43 £1.398

12.20 £1.269

11.83 £ 0.2296

10.98 + 0.9886
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En la Figura, se aprecia que el grupo Control IAM 3 dias es el que presenta mayor
area de infarto afectando la cara anterior y lateral del ventriculo izquierdo, asi como
el tabique interventricular, al hacer la medicion con el Software, se determiné que la
media del porcentaje del area infartada en los corazones de este grupo era de
23.43+1.398 siendo aproximadamente el doble en comparacion con los grupos que
recibieron alguna de las terapias, IAM+HBO (12.20+1.269), IAM+NTG
(11.83+£0.229), IAM+HBO+NTG (10.98+0.989). Al realizarse en andlisis de varianza
(ANOVA) se obtuvo una p=0.0001, con lo que podemos afirmar que existe una
diferencia estadisticamente significativa entre el grupo control IAM vs los grupos
IAM+HBO, IAM+NTG, IAM+NTG+HBO (B vs D, E, F) (Grafica 1).

30
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GRUPOS
Gréfica 1: Comparacion del % de area miocardica infartada entre el grupo control
IAM vs IAM+HBO, IAM+NTG y IAM+HBO+NTG (B vs D, E y F). Los datos estan
expresados como medias + SEM para n=3. Los valores de p fueron determinados
usando ANOVA con una prueba post-hoc tipo Tukey. ***p<0.0001

Al realizar el andlisis Post-Hoc de tipo Tukey (Tabla 7) se determin6 que los grupos
que recibieron cualquiera de las tres terapias, HBO, NTG 6 HBO+NTG, presentaron

una reduccion del area de infarto estadisticamente significativa (p<0.001 en los tres
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casos) al compararlos con el grupo Control IAM 3 dias. Por otro lado, no se encontrd

diferencia estadisticamente significativa cuando se realizo la comparacién entre los
grupos que recibieron terapias (HBO vs HBO+NTG: p=0.85, HBO vs NTG: p=0.995

y NTG vs HBO+NTG: p=0.798).

Tabla 7: Analisis post-Hoc (Tukey)
Factores de comparacion:

GRUPOS Diferencia
Medias
IAM CONTROL vs. HBO+NTG 12.453
IAM CONTROL vs. NTG 11.597
IAM CONTROL vs. HBO 11.233
HBO vs. HBO+NTG 1.22
HBO vs. NTG 0.365
NTG vs. HBO+NTG 0.856

P

<0.001
<0.001
<0.001
0.85
0.995
0.94

P<0.050

SI
SI
SI
No
No
No
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9.2 RESULTADOS MICROSCOPICOS (INMUNOHISTOQUIMICA)

9.2.1 CD34+ (Células Endoteliales Progenitoras)

Mediante el estudio inmunohistoquimico, se cuantifico el numero de células
endoteliales progenitoras CD34+ por campo Optico a una resolucion de 40
aumentos (40x).

En el caso del grupo SHAM (C) (Fig.21), este no presento marcaje positivo ni

cambios histopatoldgicos tras el analisis de los cortes.

Fig.21.- Imagenes microscopicas de corazones de ratas del grupo Sham (C)
sometidos a tincién inmunohistoquimica para deteccion de CD34, Los corazones de
las ratas de este grupo no presentan area infartada y la tincion es por tanto negativa.

En cada imagen se aprecia el aumento utilizado.

En el caso de los grupos Control IAM, IAM+HBO, IAM+NTG y IAM+HBO+NTG
(B,D,E,F) se pudo apreciar el marcaje positivo de las células CD34+. Por lo que se
procedio al conteo de las mismas en 10 campos a 40x en cada una de las laminillas,
para posteriormente realizar el analisis estadistico (Tabla 8, 9 y Grafica 2)

Cabe mencionar que las fotografias microscopicas mostradas son las mas
representativas y de mejor calidad de cada grupo de estudio sin ser necesariamente
de las 6 muestras que conforman cada uno.

Control IAM (Grupo B)

Se aprecian (Fig.22) cambios histolégicos derivados del infarto como son: el
infiltrado leucocitario, perdida de la estructura histolégica normal, friabilidad del tejido
y células con marcaje CD34+ escasas (8.667+0.494)
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Fig.22.-Cortes microscopicos de corazones de ratas del grupo Control IAM (B)

sometidos a tinciéon inmunohistoquimica para deteccién de CD34, las flechas negras
indican las células con marcaje positivo. Imagenes A-F: Fotografias tomadas del
area infartada. Imagen E: Area no infartada. En cada imagen se aprecia el aumento
utilizado.
Grupo IAM+HBO (D)
También podemos observar (Fig.23) cambios histologicos derivados de la hipoxia
tisular, sin embargo, el infiltrado leucocitario y la perdida de la arquitectura normal
del tejido son menores y el numero de células CD34+ es mayor en comparacion al

grupo Control IAM con una diferencia de medias de 9.0

Grupo IAM+NTG (E)

La imagen microscépica (Fig.24) muestra una mayor cantidad de células CD34+
(36.833+3.016) en comparacion a los grupos mostrados anteriormente, la estructura
histologica esta mas conservada que en el grupo Control IAM y ademas muestra
una apariencia reticulada generada probablemente por los capilares en
neoformacion. El infiltrado leucocitario es mayor que en el grupo IAM+HBO.
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sometidos a tincién inmunohistoquimica para deteccion de CD34, las flechas negras

indican las células con marcaje positivo. Imagenes A-F: Fotografias tomadas del area
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Fig.24.-Cortes microscopicos de corazones d

e rtas del grupo IA+NTG (E)
sometidos a tincién inmunohistoquimica para deteccion de CD34, las flechas negras
indican las células con marcaje positivo. Imagenes A-E: Fotografias tomadas del area
infartada. En cada imagen se aprecia el aumento utilizado. Algunas imagenes no
presentan las flechas con el objetivo de permitir al lector una mejor vista de la foto.
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Grupo IAM+HBO+NTG (F)

Es el grupo con mayor cantidad de células CD34+ (Fig.25) con una media de
41.667+2.552 en 10 campos, la arquitectura del tejido se muestra nuevamente mas
conservada que en el Control IAM, y mantiene la caracteristica reticular del grupo
tratado con NTG.

Fig.25.Cortes micrbscépicos de corazones de ratas del grupo IAM+HBO+NTG (F)
sometidos a tincion inmunohistoquimica para deteccion de CD34, las flechas
negras indican las células con marcaje positivo. Imagenes A-D: Fotografias
tomadas del area infartada. En cada imagen se aprecia el aumento utililzado.
Algunas imagenes no presentan las flechas con el objetivo de permitir al lector una

mejor vista de la foto.
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Tabla 8: Analisis estadistico del conteo de células CD34+ presentes

en los corazones de las ratas de los grupos B, E, Dy F.
GRUPO n Media + SEM

Control IAM (B) 6 8.667 £ 0.494

IAM+NTG (E) 6 36.833 + 3.016
IAM+HBO (D) 6 17.667 = 1.764
IAM+HBO+NTG (F) 6 41.667 £ 2.552
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Grafica 2: Comparacion del conteo de células CD34+ entre el grupo control IAM
vs IAM+HBO, IAM+NTG y IAM+HBO+NTG (B vs D, E y F). Los datos estan
expresados como medias + SEM para n=6. Los valores de p fueron determinados

usando ANOVA con una prueba post-hoc tipo Tukey. ***p<0.0001, *p<0.01.

Al realizar el analisis de varianza se encontré una diferencia estadisticamente
significativa al comparar el grupo control IAM vs los grupos IAM+HBO, IAM+NTG,
IAM+HBO+NTG (B vs D,E,F) (p=0.0001), por lo que se procedio6 a realizar el analisis
Post-Hoc de tipo Tukey (Tabla 9) el cual nos muestra que existe una diferencia
estadisticamente significativa (p<0.001) entre la mayoria de los grupos, excepto en
la comparacion IAM+NTG vs IAM+HBO+NTG con una p=4.8333.
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FACTORES DE COMPARACION:

COMPARACION DIFERENCIA P P<0.050
DE MEDIAS
IAM CONTROL vs. IAM +HBO+NTG 33.000 <0.001 Sl
IAM CONTROL vs. IAM+NTG 28.167 <0.001 Sl
IAM CONTROL vs. IAM+HBO 9.000 <0.001 SI
IAM+HBO vs.IAM+HBO+NTG 24.000 <0.001 Sl
IAM+HBO vs. IAM+NTG 19.167 <0.001 SI
IAM+NTG vs. IAM+ HBO+NTG 4.833 0.417 No
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9.2.1 VEGFR-2 (Botones Vasculares)

Mediante el estudio inmunohistoquimico, se cuantifico el numero de botones
vasculares VEGFR-2+ por campo Optico a una resolucion de 40 aumentos (40x).
En el caso del grupo SHAM (Fig.26), este no presento marcaje positivo ni cambios

histopatologicos tras el analisis de los cortes.

ol Y o

b N RN

Fig.26.-Imadgenes microscopicas de corazones de ratas del grupo Sham (C)

sometidos a tincidbn inmunohistoquimica para deteccion de botones vasculares
marcados con VEGF-R2, Los corazones de las ratas de este grupo no presentan
area infartada y la tincibn es por tanto negativa. En cada imagen se aprecia el

aumento utilizado.

En el caso de los grupos Control IAM, IAM+HBO, IAM+NTG y IAM+HBO+NTG, se
observo que presentaban la misma arquitectura histopatolégica mencionada en las
laminillas anteriores, ademas de la presencia de botones vasculares VEGFR-2+,
Por lo que se procedio al conteo de las mismos en 10 campos a 40x en cada una
de las laminillas, para posteriormente realizar el analisis estadistico (Tablas 10,11y
Grafica 3)

Control IAM (B)
Inmunohistoguimicamente, presentan marcaje positivo, lo cual representa la

existencia de botones vasculares VEGFR-2+, con una media de 5.33+0.615, siendo
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el grupo con menor conteo (Fig. 27).

sometidos a tincion inmunohistoquimica para deteccién de VEGFR-2, las flechas
negras muestran los botones vasculares. A-F: Fotografias tomadas del area

infartada. En cada imagen se aprecia el aumento utilizado.

GRUPO IAM + HBO (D)
Las muestras de tejido cardiaco de ratas tratadas con HBO (media 16.167+1.621)

presentan aproximadamente 2 veces mas botones vasculares VEGFR-2+ que el

grupo Control IAM (Fig.28)

65



sometidos a tincidbn inmunohistoquimica para deteccion de botones vasculares

VEGFR-2+, las flechas negras indican los botones. A-E: Fotografias tomadas del
area infartada. F: Fotografia tomada de un &rea no infartada. En cada imagen se

aprecia el aumento utilizado.

GRUPO IAM+NTG (E)

Los corazones de las ratas tratadas con parche de liberacién prolongada de
nitroglicerina presentaron un marcaje muy intenso, principalmente en la zona con
aspecto reticular previamente mencionada (Fig.29), la media del conteo de botones
vasculares en 10 campos es de 24.667+1.333, superando al grupo tratado con
HBO.
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Fig.29.-Cortes microscopicos de corazones de ratas del grupo IAM+NTG (E)

sometidos a tincion inmunohistoquimica para deteccion de botones vasculares
VEGFR-2+, las flechas negras muestran los botones vasculares. Imagenes A-E:
Fotografias tomadas del area infartada, es importante notar la apariencia reticulada
del tejido, a causa de la acelerada formacién vascular. Imagen F: Fotografia tomada
de un &rea no infartada. En cada imagen se aprecia el aumento utilizado. Algunas
imagenes no presentan las flechas con el objetivo de permitir al lector una mejor

GRUPO IAM+HBO+NTG (F)

Histologica e inmunohistoquimicamente presenta caracteristicas muy parecidas a
las del grupo anterior, con marcaje positivo en la misma zona (Fig.30). Este grupo
tiene el mayor conteo de botones vasculares (media de 31.500+0.764).
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Fig.30.-Cortes microscoépicos de corazones de ratas del grupo IAM+HBO+NTG (F)
sometidos a tincién inmunohistoquimica para deteccion de botones vasculares
VEGFR-2+, las flechas negras muestran los botones. A-F: Fotografias tomadas del
area infartada, de igual manera que en el grupo IAM+NTG (E), en estas fotografias
se aprecia un aspecto reticulado del tejido a causa de la formacion de neovasos.
En cada imagen se aprecia el aumento utiliizado. Algunas imagenes no presentan

las flechas con el objetivo de permitir al lector una mejor vista de la foto.
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Tabla 10: Analisis estadistico del conteo de botones vasculares VEGFR-
2+ presentes en los corazones de las ratas de los grupos B, E, Dy F.

GRUPO n
Control IAM (B) 6
IAM+NTG (E) 6
IAM+HBO (D) 6
IAM+HBO+NTG (F) 6

Media + SEM
5.333 £ 0.615
24.667 +1.333
16.167 + 1.621
31.500 + 0.764
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Gréfica 3: Comparacion del conteo de botones vasculares VEGFR-2+, entre el
grupo control IAM vs IAM+HBO, IAM+NTG y IAM+HBO+NTG (B vs D, Ey F). Los

datos estan expresados como medias + SEM para n=6. Los valores de p fueron

determinados usando ANOVA con una prueba post-hoc tipo Tukey. **p<0.001.

Al realizar el andlisis de varianza se encontr6 una diferencia estadisticamente
significativa al comparar el grupo control IAM vs los grupos IAM+HBO, IAM+NTG,
IAM+HBO+NTG (B vs D,E,F) (p=0.0001), por lo que se procedio a realizar el andlisis

Post-Hoc de tipo Tukey (Tabla 11) el cual nos muestra que existe una diferencia

estadisticamente significativa entre todos los grupos.

La terapia dual (HBO+NTG) presento la mayor cantidad de botones vasculares

(31.500+/-0.615).
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FACTORES DE COMPARACION:
COMPARACION DIFERENCIA P P<0.050
DE MEDIAS

IAM CONTROL vs. IAM +HBO+NTG 26.167 <0.001 S

IAM CONTROL vs. IAM+NTG 19.333 <0.001 SI

IAM CONTROL vs. IAM+HBO 10.833 <0.001 S|
IAM+HBO vs.IAM+HBO+NTG 13.238 <0.001 SI
IAM+HBO vs. IAM+NTG 8.500 <0.001 S|
IAM+NTG vs. IAM+ HBO+NTG 6.833 0.003 S

70



9.2.3 ERK1/2 (Marcador de proliferacion celular)

Se cuantifico el nimero de células ERK1/2+ por campo 6ptico a una resolucion de
40 aumentos (40x).

En el caso del grupo SHAM (Fig.31), este no presento marcaje positivo ni cambios

histopatologicos tras el analisis de los cortes.

Fig.31.-lmagenes microscopicas de corazones de ratas del grupo Sham (C)
sometidos a tincion inmunohistoquimica para deteccion de celulas ERK1/2+, Los
corazones de las ratas de este grupo no presentan area infartada y la tincion es por

tanto negativa. En cada imagen se aprecia el aumento utilizado.

Los grupos Control IAM, IAM+HBO, IAM+NTG y IAM+HBO+NTG, se observo que
presentaban la misma arquitectura histopatolégica mencionada en las laminillas
anteriores, ademas de la presencia de células ERK1/2+ por lo que se procedio al
conteo de las mismos en 10 campos a 40x en cada una de las laminillas, para

posteriormente realizar el andlisis estadistico (Tabla 12, 13 y Grafica 4).

Grupo Control IAM (B)
Presento un marcaje positivo intenso, sin embargo, menor al de los otros grupos,
con un conteo de células ERK 1/2+ en 10 campos de 19.833+1.078. Este grupo

presentd la menor expresion de este marcador.
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Fig.32.- Cortes microscopicos de corazones de ratas del grupo Control IAM (B)

sometidos a tincion inmunohistoquimica para detectar la expresion de ERK1/2, las
flechas negras muestran las células positivas. A-F: Fotografias tomadas del area

infartada. En cada imagen se aprecia el aumento utilizado.

Grupo IAM + HBO (D)

Las muestras de tejido cardiaco de este grupo sometidas a inmunohistoquimica
contra ERK1/2 (Fig. 33), también presentaron un marcaje intenso, con una
diferencia de medias de 8.0 con respecto al grupo anterior (Control IAM), pero no

existio diferencia estadisticamente significativa (p=0.231).
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5. ;'.' 4

¢

de raias del gruo IAM+HBO (D)

sometidos a tincion inmunohistoquimica para deteccion de ERK1/2+, las flechas
negras indican las células con marcaje positivo. A-F: Fotografias tomadas del area

infartada. En cada imagen se aprecia el aumento utilizado.

Grupo IAM+NTG (E)

En este grupo también se observaron células positivas para ERK1/2 (Fig.34), con
una media de 32.5+1.232 en 10 campos. El tejido de apariencia histologica reticular
fue el que presentd la mayor concentracion de estas. No existi6 diferencia
estadisticamente significativa con el grupo IAM+HBO (p=0.663), pero si con el grupo
Control IAM (p=0.025).
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Fi.4 Cortes icroscc’)picos de c'razones de ratas delugrpo IA'G\ (E)
sometidos a tincion inmunohistoquimica para deteccién de células ERK1/2+, las
flechas negras muestran las células positivas A-F: Fotografias tomadas del area
infartada. En cada imagen se aprecia el aumento utilizado. Algunas imagenes no

presentan las flechas con el objetivo de permitir al lector una mejor vista de la

foto.

Grupo IAM+HBO+NTG (F)

Nuevamente es el grupo que presenta la mayor expresiéon de los marcadores
analizados, en este caso ERK 1/2, en la Figura 35 se puede apreciar la gran
concentracion ceélulas positivas con un conteo en 10 campos de 49.833+3.962, y
una diferencia de medias con respecto al grupo Control IAM de 30.0.
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Fig.35.-Cortes microscopicos de corazon
sometidos a tincion inmunohistoquimica para deteccion de celulas ERK1/2+, las
flechas negras muestran las celulas positivas. Imagenes A-F: Fotografias tomadas
del area infartada. En cada imagen se aprecia el aumento utiliizado. Algunas
imagenes no presentan las flechas con el objetivo de permitir al lector una mejor vista

de la foto.
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Tabla 12: Analisis estadistico del conteo de células ERK % + presentes en
los corazones de las ratas de los grupos B, E, Dy F.

GRUPO n Media £ SEM
Control IAM (B) 6 19.833 +1.078
IAM+HBO (D) 6 27.833 + 3.807
IAM+NTG (E) 6 32.500 + 1.232
IAM+HBO+NTG (F) 6 49.833 + 3.962
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Grafica 4: Comparacion del conteo de células ERK+/-, entre el grupo control IAM
vs IAM+HBO, IAM+NTG y IAM+HBO+NTG (B vs D, E y F). Los datos estan
expresados como medias = SEM para n=6. Los valores de p fueron determinados

usando ANOVA con una prueba post-hoc tipo Tukey. ***p<0.0001, *p<0.01

Al realizar el analisis de varianza se encontré una diferencia estadisticamente
significativa al comparar el grupo control IAM vs los grupos IAM+HBO, IAM+NTG,
IAM+HBO+NTG (B vs D,E,F) (p=0.01), por lo que se procedio a realizar el analisis
Post-Hoc de tipo Tukey (Tabla 13). Es importante mencionar que no se encontré
diferencia estadisticamente significativa cuando se compararon los grupos Control
IAM vs IAM+HBO (p=0.231), al igual que los grupos IAM+HBO vs IAM+NTG




(p=0.663). El grupo IAM+NTG+HBO fue el de mayor expresion de ERK1/2+,
presentando, ademas, diferencia estadisticamente significativa al compararlo con

todos los demas grupos.

FACTORES DE COMPARACION:

COMPARACION DIFERENCIA P P<0.050
DE MEDIAS

IAM CONTROL vs. IAM +HBO+NTG  30.000 <0.001 S

IAM CONTROL vs. IAM+NTG 12.667 0.025 S|

IAM CONTROL vs. IAM+HBO 8.000 0.231 NO

IAM+HBO vs.IAM+HBO+NTG 22.000 <0.001 S

IAM+HBO vs. IAM+NTG 4.667 0.663 NO

IAM+NTG vs. IAM+ HBO+NTG 17.333 0.002 S|
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10.DISCUSIONES.

Uno de los aspectos mas relevantes de esta investigacion es la medicion del area

miocardica infartada (AMI) a través de la tinciébn con cloruro de trifeniltetrazolium
(TTC), debido a que el AMI es un determinante de remodelacion y disfuncion
miocardica (Santos et al., 2008). Tomando en cuenta que en este modelo de IAM
experimental, el porcentaje del infarto en el apice es mayor que en la base del
ventriculo izquierdo, el método mas recomendado para la determinacion del tamafio
del infarto es el que utiliza multiples cortes transversales, el promedio de todos los
cortes determina el tamafio del infarto. (Oh et al., 1993). Apoyandonos con la
informacion anteriormente descrita se demostré una reduccion estadisticamente
significativa del AMI en los grupos que recibieron las terapias propuestas, respecto
al grupo Control IAM (p<0.05) (Grafica 1).
El porcentaje de infarto miocardico en el grupo control IAM, fue de 23.43+1.398,
afectando apex, pared anterior y lateral del ventriculo izquierdo y septum. En el
caso de los grupos IAM que recibieron tratamiento, el septum cardiaco no se vio
afectado, y la extension del infarto en el apex y las paredes laterales era menor, por
lo que los porcentajes de infarto disminuyeron aproximadamente a la mitad en todos
los casos (IAM+HBO:12.20+1.269, IAM+NTG:11.83+£0.2296,
IAM+HBO+NTG:10.98+0.9886) con respecto al grupo control IAM. Si bien, no se
redujo al 100% la lesién miocardica derivada de la isquemia, el hecho de reducir en
aproximadamente 50% el AMI con cualquiera de las terapias propuestas genera
expectativas positivas.

En un estudio donde se evalud el efecto de la NTG en perros a los cuales se les
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indujo un IAM, se encontré que esta reducia el AMI en aproximadamente 50%
(12.1% vs 6.4% p<0.05; reduccion similar a la obtenida en nuestra investigacion),
ellos sugieren que la proteccion miocéardica depende del incremento en la
circulacion colateral resultante del efecto vasodilatador y no a la disminucion de las
demandas de oxigeno miocardicas (Jugdutt et al., 1981), sin embargo, no se miden
otras variables que pudieran estar influyendo. Como contraparte, estudios mas
recientes mencionan que la NTG disminuye los sintomas y signos propios de la
isquemia miocardica sin atenuar la lesion miocardica asociada a la oclusién de las
arterias coronarias a menos que el vasoespasmo juegue un rol importante en la
fisiopatologia (O’Gara et al., 2013), lo cual difiere con nuestros hallazgos y los
mencionados anteriormente (Jugdutt et al.,, 1981), ya que demostramos la
disminucién de al menos 50% de la lesion miocéardica, siendo esto de gran
importancia debido a que mientras menor sea el tamafio del infarto, el indice pico
de bombeo, la capacidad de generar presion y las constantes hemodindmicas que
se deben mantener a nivel cardiaco sufren menor alteracion y por lo tanto, la
apariciéon de comorbilidades disminuye. Se ha reportado que en porcentajes de
infarto ventricular izquierdo a partir de 31% se reducen los indices de presién y
flujos pico cardiacos y en porcentajes de infarto mayores al 46% aparece falla
cardiaca congestiva (MA, 1977).

La terapia con HBO también se ha estudiado como tratamiento del IAM, pero en
modelos de isquemia-reperfusién, mostrando resultados muy positivos, como es la
reduccion del 62% del area infartada y una recuperacion del 45 £ 8% de la presion
generada en el ventriculo izquierdo, en comparacion con aquellos corazones

infartados solamente reperfundidos (Cabigas et al., 2006). Sin embargo, los
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modelos de isquemia-reperfusion sirven para representar aquellos pacientes que
son sometidos a terapias de reperfusion (Fibrindlisis y Angioplastia Coronaria
Percutdnea), valga la redundancia, por lo que no representa aquellos pacientes que
no tuvieron acceso a estas terapias, y que son el objetivo de nuestro estudio. En
nuestra investigacion obtuvimos una reduccion estadisticamente significativa del
48% del AMI en las ratas tratadas con HBO en comparacion con el grupo Control
IAM (12.20% vs 23.43% respectivamente, p<0.05).

Es de gran importancia remarcar que la terapia dual (HBO+NTG) no logro disminuir
el porcentaje de infarto de forma estadisticamente significativa en comparacién con
las terapias simples (HBO vs HBO+NTG: p=0.85, NTG vs HBO+NTG: p=0.94), este
resultado nos permitiria determinar si existe interaccion, tanto farmacodinamica
como farmacocinética entre ambas terapias pudiendo generar sinergia aditiva, un
efecto neutro, 6 incluso antagonismo (Laurence Brunton, Bruce Chabner, 2012) .
En este caso la interaccion genero un efecto neutro, por lo que posiblemente ambos
tratamientos compartan el mismo mecanismo de accion compitiendo por activar las
mismas moléculas efectoras benéficas, recordemos que la nitroglicerina es un
farmaco donador de ON (Katzung et al., 2012), por otro lado la terapia HBO al
activar la eNOS de forma indirecta, incrementaria la cantidad de Oxido nitrico
enddgeno (Yogaratnam et al., 2006), por lo que la fuente exdgena (NTG) y la
endogena (Activada por HBO) competirian para activar la misma molécula, la
Guanil Ciclasa Soluble (sGC), incrementando las concentraciones intracelulares de
GMPc y asi activando su principal efector, la Proteina Cinasa G (PKG), con
multiples funciones intracelulares, por un lado, activaria la fosfatasa de cadenas

ligeras de miosina (MLCP) (Yang, Clark, Bryan, Robertson, & Claudia, 2005) con el
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consecuente efecto vasodilatador en las ramas vasculares colaterales, mejorando
asi el flujo sanguineo en el area isquémica, lo que favorece la recuperacion del
miocardio hibernante (estado de actividad y metabolismo limitados que puede
revertirse de forma parcial o total tras el restablecimiento de la circulacion) y el
aturdido (estado de contractiidad deteriorada que se revierte total e
inmediatamente si se reestablece la circulacibn) mejorando el prondstico y
disminuyendo la disfunciébn miocardica (Jugdutt et al., 1981; Mmoreu-Burgos &
Macaya-Miguel, 2007). Por el otro lado, el ON, actuaria activando RAS y asi la
cascada de MAPK (proteina cinasa activada por mitégeno), finalizando en ERK %2
(cinasa regulada por sefiales extracelulares), cinasa indispensable para la
proliferacion celular y angiogénesis (Bir et al., 2012), facilitando la circulacion
sanguinea y la reparacion cardiaca en el tejido miocardico isquémico mientras se
logra la maduracién de los vasos colaterales (entre 3 semanas y 6 meses)(Mmoreu-
Burgos & Macaya-Miguel, 2007).

La mejor comprension de los mecanismos que favorecen los procesos
angiogénicos en tejidos isquémicos ha permitido la aparicion de terapias que tienen
como fundamento, el incremento de la angiogénesis miocardica (Renault &
Losordo, 2007), y a su vez dio origen al siguiente aspecto relevante de esta
investigacién, que fue el analisis de los cambios angiogénicos en el tejido
miocardico infartado de los diferentes grupos de estudio, ya que la angiogénesis es
vital para el incremento de la circulacion colateral y la reparacion miocardica como
una respuesta adaptativa a la hipoxia en el IAM (Frangogiannis, 2008; Lorier et al.,
2011). Dicho analisis se realiz6 cuantificando la expresion a través de

inmunohistoquimica de tres proteinas (VEGF-R2, CD-34 y ERK1/2) implicadas en
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los procesos neoangiogenicos al tercer dia de la induccién del IAM, debido a que
trascurrido este tiempo, encontramos la fase proliferativa, en la que se encuentra la
mayor cantidad de vasos neoformados (Frangogiannis, 2008).

Para cuantificar los niveles de factores angiogénicos, es necesario identificar las
células progenitoras endoteliales (CPE) y su diferenciacion fenotipica en el tejido
isquémico, por tal motivo, se realizd la tincidbn inmunohistoquimica de dos
marcadores, CD34 y VEGFR-2. CD34 es un antigeno de superficie presente en
células madre hematopoyéticas tardias (precursoras de CPE), CPE, y en raras
ocasiones en células endoteliales maduras por lo que representa la angiogénesis
en sus fases iniciales, por otro lado el marcador VEGFR-2 es utilizado para
identificar células endoteliales que han madurado y se encuentran formando brotes
(botones) vasculares ya que se localiza en altas concentraciones en los filopodios
(DiFabio et al., 2006; Mtsac et al., 2007; Ribatti & Crivellato, 2012).

Al contabilizar las células CD34+ como marcador de angiogénesis temprana en el
tejido miocardico infartado, pudimos evidenciar que las ratas a las que se les indujo
el IAM vy recibieron tratamiento, presentan un numero incrementado de células
CD34 + al comparalas con el grupo control IAM (p<0.01), el cual no recibié ningln
tipo de tratamiento, lo cual nos permite confirmar nuestra hipétesis respecto a que
la terapia con NTG y/6 HBO promueven un efecto angiogénico. Es importante
destacar que el grupo que fue sometido a la terapia combinada de NTG y HBO
reporté el mayor nimero de células CD34+ (41.666+2.552), sin embargo, no
presento diferencia significativa con respecto al grupo IAM+NTG (p=0.417), por lo
tanto, esto no nos permite concluir que las dos terapias tengan un efecto sinergico

entre si. Si bien el grupo IAM+HBO presenta poco mas del doble de células CD34+
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en comparacion con el grupo control IAM (17.667+1.764 vs 8.667+0.494), no induce
los mecanismos angiogénicos como la NTG (17.667+1.764 vs 36.833+3.016).

Al cuantificar VEGFR-2 en los cuatro diferentes grupos de estudio se encontro que
las ratas que recibieron tratamiento, presentaron una cantidad estadisticamente
significativa mayor (p<0.0001) de brotes vasculares en comparacion con el grupo
control IAM (5.333£0.615), confirmando que tanto la nitroglicerina como la terapia
con HBO favorecen los mecanismos involucrados en la maduracion celular
endotelial y por tanto en la angiogénesis en el tejido miocéardico infartado. A pesar
de que la terapia dual (HBO+NTG) no mostro una disminucion significativa del AMI
en comparacién con las terapias simples, en el caso de la cuantificacion de brotes
vasculares VEGFR-2+ si se presentd mayor expresion (HBO+NTG vs HBO:
p<0.001, HBO+NTG vs NTG: p<0.003), advirtiendo asi, un posible efecto sinérgico.
Cabe mencionar que la terapia con HBO fue la que presento una cantidad menor
de botones vasculares VEGFR-2+ (16.167+1.621), aun asi, su media es tres veces
mayor que la del grupo control IAM, corroborando nuevamente sus propiedades
angiogénicas en tejidos isquémicos (Sunkari et al., 2015; Yogaratnam et al., 2006).
La angiogénesis involucra un estado de proliferacién y diferenciacién celular activa,
por esta razén, se decidi6 cuantificar la expresion de ERK %2, molécula
indispensable en la proliferacién celular y por lo tanto de la angiogénesis.(Bir et al.,
2012). El andlisis de ERK 1/2 nos permitié obtener una vision general de la tasa de
proliferacion que existe en el tejido miocéardico infartado. El grupo IAM+HBO+NTG
presento la mayor expresion de ERK % con una media de 49.833+3.962 células
positivas en 10 campos, siendo el dnico con diferencia estadisticamente

significativa (p<0.0001) al ser comparado con los demas, por lo que posiblemente
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exista un efecto sinérgico de ambos tratamientos. Curiosamente, este es el Unico
marcador que no muestra diferencia entre los grupos IAM+NTG vs IAM+HBO
(p=0.663). En el caso del grupo IAM+HBO vs el grupo Control IAM no existe
diferencia estadisticamente significativa (p=0.231), pero debemos recordar que las
imagenes histologicas son totalmente distintas entre ambos, por un lado, el grupo
IAM+HBO presenta una morfologia més conservada y menor cantidad de células
infiltrantes, por el otro, el grupo Control IAM ademas de mostrar una imagen
histol6gica desordenada, también presenta una extensa infiltracion celular, por lo
que al infiltrar menos células en el grupo IAM+HBO, la proliferacion celular no se
correlacionaria con el incremento de los mecanismos angiogénicos, lo cual
podemos explicar gracias a que la terapia con HBO ha demostrado disminuir las
moléculas ICAM-1y la Selectina P, disminuyendo asi la adhesién neutrofilica, y por
tanto reduce la lesion e inflamacion de paredes microvasculares y la peroxidacion
lipidica membranal, ademas de estimular la proliferacién endotelial al incrementar
la expresion de HIFs, asi como incrementar el ON al modular de forma positiva la
oxido nitrico sintasa endotelial (Sunkari et al., 2015; Thom, 2011; Yogaratnam et
al., 2006).

A manera de resumen, debemos destacar que las terapias con HBO, NTG, y
combinada (HBO+NTG), disminuyeron significativamente el &rea miocéardica
infartada e incrementarén la angiogénesis en la zona lesionada de los corazones

de rata infartados.
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11.CONCLUSIONES

Las tres alternativas terapéuticas propuestas para esta investigacion en un
modelo de IAM en rata, terapia con oxigeno hiperbérico, terapia con nitroglicerina y
terapia combinada de NTG y HBO, demostraron la disminucion de
aproximadamente el 50% del area miocardica infartada y promovieron el incremento
en los niveles de factores proangiogenicos: CD34 y VEGFR-2 en el tejido isquémico
cardiaco, ademas las ratas infartadas tratadas con nitroglicerina 6 terapia
combinada (HBO+NTG) presentarén mayor expresion de ERK Y.

Finalmente, nosotros sugerimos el uso de las terapias simples (HBO 6 NTG), dado
gue la terapia combinada (HBO+NTG) no mostro una disminucién significativa del
porcentaje de infarto con respecto a las terapias dadas de forma individualizada y a
gue no se han realizado estudios funcionales cardiacos que demuestren mayor

beneficio.

12.PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos en esta investigacidbn son muy prometedores, ya que se
disminuiria la morbimortalidad de los pacientes que sufren un infarto. Sin embargo,
es necesario realizar pruebas funcionales cardiacas para complementar este
estudio, y asi determinar la funcion cardiaca global residual y establecer un
pronostico mas objetivo. De igual forma, los tres demostraron incrementar la
angiogénesis, por lo que pueden ser propuestos como nuevas terapias para tratar
patologias cardiacas de origen isquémico al cumplir con las caracteristicas de los
métodos inductores angiogénicos disponibles en la actualidad.

Serd importante realizar investigaciones para determinar las modificaciones
histopatologicas y funcionales en fases mas avanzadas (fase madurativa) de la
reparacion miocardica, y de esta manera evaluar en un corazén con mas dias de
evolucion post-infarto el efecto de las terapias propuestas en estadios avanzados
de la remodelacion cardiaca. De acuerdo a la literatura, en la fase madurativa una

gran cantidad de neovasos sufren apoptosis, por lo que un siguiente estudio nos
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permitiria determinar cual es la cantidad de vasos neoformados persistentes y el
AMI final.

Ambas terapias ya son utilizadas de forma segura en humanos para tratar otras
patologias, por lo que ya podrian ser utilizadas de forma alternativa en aquellos
pacientes que escaparon a la ventana terapéutica de la angioplastia y la tromboalisis,

0 gque no tienen acceso a las mismas.
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14. ANEXOS

ANEXO 1 — ACEPTACION DEL PROTOCOLO POR PARTE DEL COMITE
DE INVESTIGACION EN EL CUIDADO Y USO DE ANIMALES DE
LABORATORIO (CICUAL)

Instituto Politécnico Nacional
(| )
/ oy t E ‘ o Escuela Superior de Medicina

SEPI N\& 4

“Ao del Centenano de la Promulgacion de 13 Constitucion Politica
A Iversan

50 Aniversario del Patronato de Obras € Instalacones”

50 Aniversano de COFAA-IPN®

30 Anwersano de 1a Unidad Prolesional Interdisciphinaria de Biotecnologra®

Ciudad de México., a 23 de Junio de 2017.

Dictamen: CICUAL-01/23-06-2017 -

El Comiteé Interno para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Escuela Superior
de Medicina del Instituto Politécnico Nacional constituido por: Dr. Gustavo Guevara Balcdzar, Dra.
Icela Palma Lara, Dr. Angel Ivén Orlando Rubio Gayosso, Dra. Maria Eugenia Aguilar Ndjera y Dr.
Raul Rojas Herndndez en su sesion celebrada el dia 23 de Junio del presente afio, declara haber
evaluado el protocolo No. ESM.CICUAL-01/23-06-2017 del proyecto: Efecto de la terapia de
oxigenacion hiperbdrica y nitroglicerina sobre la expresion de factores proangiogénicos en un
modelo experimental de infarto al miocardio en rata. Presentado por el Investigador. Dr. Enrique
Fernando Castillo Henkel 2 -

Para su evaluacion la comision del CICUAL reviso los siguientes antecedentes: logica con el uso de
sustancias, inoculaciones, alojamiento y cuidado, nimero de animales, especie, cepa y procedencia y
punto final humanitario. Después de dicho andlisis se emitic el siguiente dictamen:

ACEPTADO

1.- Protocolo No. ESM-CICUAL-01/23-06-2017. Versién 1.0, con fecha de junio del 2017.
2.- Ajunto observaciones menores.

La aprobacion de este protocolo tendrd vigencia de 3 afigs-a partir déla emision de la carta de
aceptacion.

oqo\x‘;foﬁ,‘\z%
~

5 %
) 5
DA oA
SEP

~
ESCUELA SUPERIOR DE MEDICINA
COMITE INTERNO PARA EL CUIDADO
¥ UEO DE ANIMALES DE LABORATORIO

GGB/jod.

Plan de San Luis y Diaz Miron s/n, Colonia Santo Tomas, Delegacion Miguel Hidalgo,
Ciudad de México., CP 11340
Telefono 57296300 Ext. 62803, www.sepi.esm.ipn.mx
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ANEXO 2 - PROTOCOLO PARA LA REALIZACION DE
INMUNOHISTOQUIMICA EN PARAFINA.

A) Marcar las laminillas con lapiz punta diamante
I.Desparafinacion
1.- Incubar las laminillas de 57 a 60° en la estufa durante 1 hora.
2.- Sumergir las laminillas en xilol durante 10 minutos.
[I. Hidratacion: Sumergir las laminillas en alcohol a diferentes concentraciones
(100%, 95%, 90%, 80%, 70%) por 10 minutos cada una, y finalmente en Agua
destilada durante 10 minutos.
Nota: No dejar secar las laminillas debido a que los tejidos se pueden dafar.
[ll. Recuperacion Antigénica
Reactivo: Antigen Retrieval Citra Plus 10X (500ml) cat. HK080-9K Biogenex.
Preparacion Buffer de citratos 1X para recuperacion: 10 ml en 100 ml de agua
destilada (Se puede reusar 3 0 4 veces)
1.- En un coplin con Buffer de recuperacion se colocan laminillas (La solucion debe
cubrir las laminillas) y se introducen en solucion bafio maria a presion.
2.- Se espera a que se inicie la recuperacion de vapor, se coloca el tapén y una vez
alcanzada la presion se deja durante 5 minutos y se apaga, se espera a que se
elimine la presion, se deja enfriar durante 20 minutos, se recupera el Buffer de
Citratos.
3.- Se colocan las laminillas en agua destilada 3 minutos.
4.- Se delimita la zona del tejido con lapiz marcador (Dako Cytomaton Pen) previo
secado de la zona con una gasa.
IV. Bloqueo con peréxido: En caso de tratarse de inmunohistoquimica con
peroxidasa se agrega Peréxido al 1% de 10 minutos y posteriormente se lava con
solucion PBS-T.
V. Bloqueo de proteinas
Reactivo: Universal Blocking Reagent 10X. Biogenex cat HKO855K. Se prepara una
mezcla al 1X= 10 ml del reactivo en 100 ml de PBS+Tween-20 (Puede usarse
Triton) el Tween-20 es al 0.1 %, tras 10 minutos se deja decantar.

Lavar con PBS Tween-20, 3 veces.
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VI. Reaccion Antigénica |. Preparacion de la dilucion del AB. EI Ab se diluye en
solucion diluyente del anticuerpo (DAKO).

1. Una vez que se decante la solucién de lavado, agregar PBS-BSA al 1% al control
negativo.

2. A las laminillas positivas se les agrega el primer anticuerpo y se deben incubar
en camaras humedas a temperatura ambiente por 1 hora y/o toda la noche segun
el experimento.

3. Se realizan 3 lavados con PBS-T

4. Se realizan 3 lavados con TBS-T (50 mM)

VII. Reaccion antigénica Il

Se utiliza el kit LSAB+System-HRP (Biotinylated Link Universal; Streptavidin+HRP,
CAT K0690)

1.-Blogueo con peréxido del kit 10 minutos.

2.-Lavar 3 veces con PBS-T

3.- Lavar 3 veces con TBS-T

4.- Adicionar 1 gota de link (Amarillo) e incubar 30 minutos a temperatura ambiente.
5.- Lavar 3 veces con PBS-T

6.- Lavar 3 veces con TBS-T

7.- Adicionar 1 gota de streptavidina (rosa) e incubar por 10 minutos a temperatura
ambiente.

8.- Lavar 3 veces con PBS-T

9.-Lavar 3 veces con TBS-T

10.- Adicionar el cromdgeno (Se preparan 10 gotas de diluyente por 1 gota de
cromoégeno, usar guantes) Se adicionan 100 ul por laminilla y se incuba por 5
minutos.

11.- Lavar recolectando los desechos en un frasco de desechos toxicos.

12.- Colocar en agua para proceder a la contratincion.

VIII. Contratincion

1.-Se colocan las laminillas en un coplin con hematoxilina, por 20 segundos y lavar
con agua.

2.- Deshidratar: Pasar las laminillas rapidamente por cada uno de los alcoholes
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mencionados en la hidratacién, empezando por la concentracion de alcohol mas
baja hasta llegar al Xilol.
3.- Agregar medio de montaje Merck (Entellan), colocar el cubreobjetos y esperar

24 horas antes de ver al microscopio.
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