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Un pdajaro posado en un arbol,
nunca tiene miedo a que la rama se rompa,

porgue su confianza no esté en la rama,

sino en sus propias alas.



El valor que has tenido para no desistir,
te convierte en una persona diferente,
tal vez hasta rara, acreedora a iniciar

tu siguiente recorrido,

el valor que has tenido, te convierte

en una “anomalia”
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Resumen

En las dltimas décadas se ha presentado una elevada incidencia y aumento exponencial
de la morbimortalidad en México y a nivel mundial a causa del infarto agudo al miocardio,
por lo tanto es necesaria la implementacién de nuevas terapéuticas que ofrezcan
beneficios para los pacientes que cursan con esta patologia, el uso de la oxigenacién
hiperbarica (OHB) es un tratamiento que ha tomado auge en los Ultimos afios de igual
manera que el uso de vitaminas antioxidantes como lo son la Vitamina C y E, sin embargo
aln se encuentran en estudio los mecanismos mediante los cuales se lleva a cabo su
efecto benéfico, pues no han sido del todo esclarecidos, por o que en este estudio se
busca analizar si el uso concomitante de dichas terapias produce una regulacién a la baja
sobre la expresion de receptores AT1 y aumenta la expresién de receptores AT2, con la
finalidad de mejorar la funcién cardiaca y potencialmente limitando las secuelas
postinfarto. Objetivo: Evaluar el efecto de 3 sesiones de terapia de OHB vy la
administracion concomitante de vitaminas C y E en la expresién de los receptores AT1 y
AT2 en el corazén con IAM. Material y Métodos: Se utilizaron ratas Wistar macho,
exponiéndose a 3 sesiones de OHB y administracién concomitantes de vitaminas C y E,
posteriormente se analizé el corazéon con la técnica de Western Blot. Los resultados:
obtenidos sugieren que tras la administracion de 3 sesiones de OHB y Vitaminas Cy E
disminuyen de forma importante la expresion de los receptores AT1 y al mismo tiempo
aumenta drasticamente la expresion de receptores AT2, con lo que se puede deducir que

este tratamiento coadyuvante es benéfico para los pacientes con IAM.



Abstract

In recent decades it has been presented a high incidence and an exponential increase in
morbidity and mortality in Mexico and globally because of acute myocardial infarction, at
the both it is necessary to implement new therapeutics that benefits to patients that present
this pathology, the use of hyperbaric oxygenation therapy (HBO) is a treatment that has
flourished in recent years even as the use of antioxidant vitamins such as vitamin C and
E, although still continue to study the mechanisms that provide these benefits because
they have not been fully clarified, so this study seeks to examine whether the concomitant
use of these therapies results in downregulation of the expression of AT1 receptors and
increases in the expression of AT2 receptors, in order to improve heart function and
potentially limiting infarction sequelae. Objective: To evaluate the effect of 3 sessions of
HBO therapy and concomitant administration of vitamins C and E in the expression of AT1
and AT2 receptors in the heart with AMI. Material and Methods: Wistar rats were used
and exposed to 3 sessions of HBO and concomitant administration of vitamins C and E,
then the heart was analyzed. with the technique of Western blotting The obtained results:
suggest that after administration of 3 sessions of HBO and Vitamins C and E the
expression of AT1 receptors significantly reduce while the expression of AT2 receptor
dramatically increases, so we can inferred that this adjuvant treatment is beneficial for

patients with AMI.



1. INTRODUCCION

Epidemiologia

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las enfermedades
cardiovasculares representan la principal causa de muerte a nivel mundial, contribuyendo

al 13.2% de la mortalidad. (WHO, 2014)
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Fig. 1. OMS 2012, Principales causas de mortalidad a nivel mundial



México sufre importantes cambios epidemiolégico en la actualidad. ElI INEGI en el afio
2012 hareportado que las enfermedades cardiovasculares son, en su conjunto, la primera

causa de muerte en nuestro pais con un total de 113 240 muertes.

De ellas, la cardiopatia isquémica ocupa un lugar preponderante, con el 18.50% del total
nacional y de este el 88.58% (77284) fueron secundarias a cardiopatia isquémica en las
cuales su prevalencia se extiende a todas las regiones y estratos sociales de la poblacién.

(INEGI, 2012)
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Fig. 2 INEGI 2012, Principales causas de mortalidad de los Estados Unidos Mexicanos.

1.3 Infarto Agudo al Miocardio

El infarto agudo al miocardio (IAM) se define como el desequilibrio entre el aporte y la

demanda de oxigeno del musculo cardiaco. Pueden presentarse anormalidades de uno o



ambos factores en un solo paciente. Las causas de isquemia del miocardio estan dadas

por los siguientes factores:

e Disminucion del aporte de oxigeno al miocardio
o Obstruccion de las coronarias
o Obstruccion fija
o Aterosclerosis
e Causas diversas
o Espasmo arterial
o Hipotensién general
o Anemia grave
¢ Incremento de las necesidades de oxigeno del miocardio
o Inotropia miocéardica elevada
o Hipertrofia miocardica

o Taquicardia

Ademas, existen factores predisponentes que hacen que el organismo sea vulnerable para
presentar un IAM, estos factores se dividen en criterios mayores y menores, entre los

criterios mayores se encuentran: (Tintinalli JE, Ruiz E 2013)

» Hipercolesterolemia

Hipertension arterial

Diabetes Mellitus

+ Tabaquismo



Otros criterios que podemos tomar como menores son:
+ Sexo masculino
* Obesidad
* Sindrome Metabdlico
+ Sedentarismo
+ Estrés

* Alcoholismo

A nivel clinico es necesario considerar estos factores predisponentes de forma integral ya
qgue al ser identificados de forma temprana, podemos brindar a los pacientes un manejo
global que permita reducir la morbimortalidad del IAM. (Tintinalli JE, Ruiz E 2013;

Bialostozky 2001; Sinz 2011)

Una vez establecido el infarto, ocurren una enorme cantidad de procesos fisioldgicos a
nivel del miocardio, los cuales dependeran de la arteria ocluida y por ende de la extensién
del infarto pudiéndose describir diferentes areas cardiacas con diferente calidad del

miocardio por lo que podemos encontrar tejido (Sinz 2011; Serna 2010):

e Normal (tanto en su estructura como funcion)
e Isquémico

e Aturdido

e Hibernante

e Con necrosis/fibrosis



Asi mismo es necesario considerar la extension del infarto la cual estar4 determinada por
el calibre del vaso ocluido, el grado de circulacién colateral y del nimero de episodios

angina inestable con los que haya cursado el paciente. (Bialostozky 2001)

Por lo tanto se puede describir que el miocardio aturdido se presenta como consecuencia
de la interrupcién del flujo coronario, con caracter transitorio, agudo, severo y de corta
duracion. El flujo al restaurarse, total o casi totalmente, forja una discrepancia: la inmediata

restauracion del flujo y la tardia recuperacién de la funcién ventricular.

La disfuncion ventricular en el miocardio aturdido se presenta a pesar de la ausencia de
tejido con dafio irreversible y de la restauracion normal o casi normal del flujo coronario.
Puede persistir por horas, dias, semanas (4-6 6 +). El miocardio aturdido se presenta en

las siguientes circunstancias:

Postinfarto del miocardio con reperfusion temprana (trombdlisis y/o angioplastia).

e Después de complicada y prolongada sesién de intervencionismo con isquemias
prolongadas (principalmente si existe previo dafio miocéardico).

e Postcirugia.

¢ Angina inestable.

e Isquemia inducida por el ejercicio.

e Trasplante cardiaco.
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Por otro lado al miocardio hibernante, que es el area afectada en la cual se intenta enfocar
este estudio, podemos definirlo como miocardio viable postisquémico en donde el flujo
coronario es insuficiente para apoyar la funcion contractil, pero es adecuado para
mantener la estructura e integridad celular. Se establece un equilibrio vital y se compensa
la reduccion de la perfusién en razon de la disminucion de la funcion. Este relativo
equilibrio puede mantenerse por periodos prolongados (semanas/meses/afios) en

ausencia de isquemia.

La hipoperfusion crénica se debe principalmente al gasto bajo. Se ha demostrado que el
miocardio hibernante se tiende a deteriorar con el transcurso del tiempo por lo que es
necesario, implementar mecanismos que puedan frenar los cambios ultraestructurales
producto de la hipoperfusion crénica para impedir la pérdida de los elementos contractiles
y la consecuente destruccion de los organelos del miocito.(Bialostozky 2001; Liu & Mason

2001; Serna 2010)

Por lo tanto cuando se desarrolla miocéardio hibernante es necesario determinar las
posibilidades de recuperacion de la funcion regional. En la zona con contractilidad
miocardica anormal puede existir una mezcla de fibrosis y/o cicatriz con miocitos viables,
los cuales si se someten a un ambiente adecuado, pueden ser nuevamente funcionales,
logrando asi una mejoria en la funcién cardiaca y en la sobrevida del paciente

postinfartado. (Serna 2010; A. Carbonell San Roman, Segura de la Cal 2013)
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En la fase aguda de un infarto de miocardio se produce una respuesta inflamatoria local
y generalizada, con acumulacion de polimorfonucleares (PMN) y macréfagos (MQ) en el
lugar de la lesidbn miocardica y una alteracion de los reactantes de fase aguda plasmatica
(leucocitos, proteina C, citocinas, etc.). La intensidad de la respuesta inflamatoria viene
determinada no soélo por la extensién del infarto y la respuesta inmunolégica individual,
sino también por la presencia de reperfusion y/o terapéutica trombolitica. (Sanjuan et al.

1997)

Actualmente el estandar de oro para el tratamiento del IAM es la trombdlisis y/o la
angioplastia coronaria transluminal percutdnea con stent. Sin embargo, cuando se
sobrepasa la ventana terapéutica, estas alternativas dejan de ser Utiles puesto que
sobreviene la cardiopatia isquémica con falla ventricular de grado variable. 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, siempre y cuando los pacientes sea candidato a su realizacion. (Hertz 2013)

Por lo general, el area necrética es reemplazada por una cicatriz, en donde participan los
fibroblastos, la cual capaz de generar arritmias letales recurrentes que requieren del uso
de dispositivos de desfibrilacion automatica implantable (DAI) o de resincronizadores, por
lo que sigue siendo necesario implementar nuevas terapias o terapias adyuvantes para

mejorar la sobrevida de los pacientes.(A. Carbonell San Roméan, Segura de la Cal 2013)
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1. 4 Angiotensina

La historia del descubrimiento del sistema renina - angiotensina se inicio en 1898 con los
estudios realizados por Tigerstedt y Bergman, quienes reportaron el efecto presor de
extractos renales, sustancia que nombraron renina en relacion a su origen. En 1934, Harry
Goldblatt indujo hipertension experimental en perros por ligadura de la arteria renal,
concluyendo que el modelo era viable para el estudio de dicha patologia. Alrededor de
1936, se estudio la fisiopatologia de la hipertension de forma simultanea por dos grupos
de investigadores independientes uno de ellos adscrito a la Escuela de Medicina de la
Universidad de Buenos Aires, Argentina, y el otro en los Laboratorios Eli Lilly, en
Indianapolis, ambos equipos usaron la técnica de Goldblatt para producir hipertension
experimental, y se demostré la secrecion renal de un agente presor similar a la renina. En
los afios siguientes, los dos equipos describieron la presencia de un nuevo compuesto en
la sangre de la vena renal de los rifilones isquémicos. Este agente fue extraido a partir de
sangre con 70 % de acetona y tuvo un efecto presor corto. La conclusion final fue que la
renina actla enzimaticamente en una proteina del plasma para producir la nueva
sustancia. En Buenos Aires, se llamaba hipertensina; en los Estados Unidos, angiotonina,
posteriormente en 1958, Eduardo Braun Menéndez de Argentina e Irving H. Page de

Estados Unidos acordaron nombrarlo angiotensina. (Basso & Terragno 2001)
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Fig 3. Estructura quimica de la angiotensina.

La Ang | es transformada en Angiotensina Il (Ang Il), octapéptido, por medio de una
enzima dipeptidil-carboxipeptidasa ubicada en la membrana de las células endoteliales,
llamada enzima de conversién de la Angiotensina (ECA). En el organismo (sobre todo en
los glébulos rojos) existen aminopeptidasas, que inactivan a la Ang Il, la que tiene una
corta vida de aproximadamente un minuto. Estas peptidasas convierten a la Ang Il en
Angiotensina Ill (Ang 1ll), que es un heptapéptido con el 50 % de la actividad presora de
la primera, y en el hexapéptido Angiotensina IV (Ang IV).. La Ang | puede también ser
convertida en el hexapéptido Ang (-(1-7)) por ciertas endopeptidasas tissulares tales como
la endopeptidasa neutral (NEP) 24.11, NEP 24.15 y NEP 24.26. (Berne, O. Levy 2011;

Touyz & Schiffrin 2000)

La angiotensina Il (Ang Il) es el producto principal de una serie de reacciones enzimaticas
gue ocurren en la circulacion general. Se ha descrito que la Ang Il actia en forma
endocrina siendo uno de los principales reguladores de la presion arterial y el balance
hidroelectrolitico. Sin embargo, cada vez son mas las investigaciones que van dirigidas a

dilucidar las acciones de la Ang Il, por ejemplo funciones tisulares altamente especificas

14



como la secrecion de citocinas y la proliferacion celular. (Diem T. DINH, Albert G.

FRAUMAN, Colin I. JOHNSTON 2001)

SISTEMA RENINA - ANGIOTENSINA (SRA)

de Renina

l

Angiotensindgeno B Angiotensina |

J'g Liberacion renal
—_—
5 _

Convertidora B

/\\ Angiotensina Il
Receptores @

Fig 4. Sistema Renina angiotensina.

En la actualidad se ha descrito la participacion de la Ang Il en multiples procesos
fisiologicos, los cuales son regulados principalmente por dos subtipos principales de
receptores: el receptor AT1 y el receptor AT2 (Filipeanu et al. 2001) y se han descrito
ademas la posibilidad de la existencia de receptores AT3 y AT4 los cuales aun contintan
bajo investigacion para su caracterizacion por lo que nos enfocaremos a la descripcion

de los receptores AT1 y AT2. Ambos receptores pertenecen a la familia de receptores
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con siete dominios transmembranales y comparten aproximadamente el 30% de su

secuencia de aminoacidos (Kaschina 2003)

1.4.1 Receptor AT1

En los humanos, el receptor AT1 es codificado por un solo gen ubicado en el brazo q,
banda 22 del cromosoma 3, mientras que en los ratones se conocen 2 genes localizados
en los cromosomas 17 y 2 que dan origen a dos formas del receptor AT1 conocidas como
receptor ATla y receptor AT1b respectivamente, con mas de 95% de similitud en su

secuencia de aminoacidos.

La distribucién del receptor AT1 ha sido estudiada extensamente, reconociéndose en la
actualidad en la mayoria de los tejidos en humanos, primates y roedores, siendo ademas
el tipo predominante en los adultos. (Filipeanu et al. 2001) Se caracteriza por acoplarse a
proteinas Gag/11 (aunque también se puede acoplar a Gai/0, Ga12/13). Esto le permite
activar fosfolipasas como la A, la D, y la C. Esta ultima genera inositol 1, 4, 5-trisfosfato
(IP3) y diacilglicerol (DAG), una molécula que activa a la proteina cinasa C (PKC) que
fosforila diferentes proteinas que participan en acciones tales como: la contraccién de
musculo liso y la secrecién de aldosterona, asi como el crecimiento y la proliferacion

celular. (Kaschina 2003)

De esta forma el receptor AT1 es el encargado de mediar la mayoria de las acciones

conocidas de la Ang Il como son la vasoconstriccion con el secundario incremento de la
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presion arterial y la estimulacion de la proliferacion celular, lo cual tendrd como resultado
produccion de fibroblastos, fibrosis, para posterior mente llevar al paciente a cursar con
hipertrofia cardiaca, condicion que potencialmente puede ser mortal. (Touyz & Schiffrin
2000) Otra caracteristica del receptor AT1 es que al unir Ang Il se produce una
fosforilacion importante de sus residuos de serina en el extremo carboxilo terminal, lo cual
conlleva al reclutamiento de un grupo de proteinas denominadas arrestinas, permitiendo
la endocitosis del complejo Ang ll-receptor AT1 dentro de vesiculas recubiertas con
clatrina y la desensibilizacion del sistema. Una vez que el receptor AT1 es internalizado,
puede ser degradado o desfosforilado y reciclado hacia la superficie celular, cabe aclarar
que lo anterior no sucede con el receptor AT2 (Thomas & Qian 2003; Kaschina 2003; KH

1997)

1.4.2 Receptor AT2

El gen que codifica al receptor AT2 se encuentra en el cromosoma X, tanto en humanos
como en ratones. (Diem T. DINH, Albert G. FRAUMAN, Colin I. JOHNSTON 2001) El
Receptor AT2 se expresa de manera predominante durante la etapa fetal, disminuyendo
su expresion de manera considerable al momento del nacimiento, aunque se sigue
detectando en niveles bajos en varios tejidos, por ejemplo: nervioso, cardiaco, y renal.
(Touyz & Schiffrin 2000) Cabe mencionar que en la etapa adulta los niveles de expresion
de este receptor se incrementan bajo condiciones de estrés o de dafio tisular. (Kaschina

2003)

17



Las vias de sefalizacién del receptor AT2 no se conocen del todo, sin embargo existe
evidencia que apoya el acoplamiento del receptor AT2 a proteinas G inhibidoras (Gai/2
Gai/3) lo cual provoca la activacidon de fosfatasas tanto de serina-treonina como la PP2A,
asi como de tirosina como la proteina tirosina fosfatasa SHP-1. Este acoplamiento provoca
la desfosforilacion de proteinas activadas por el acoplamiento del receptor AT1 con Gaq
(AT1 -Gaq), siendo éste un mecanismo por la cual el receptor AT2, antagoniza las

acciones del receptor AT1. (Touyz & Schiffrin 2000)

Los efectos fisiol6gicos del receptor AT2 son contrarios a los del receptor AT1, es decir
participa en la vasodilatacién y en la inhibicibn de la proliferacion celular, ademas
interviene en el desarrollo fetal y en la diferenciacion tisular. (Touyz & Schiffrin 2000;

Pérez-diaz et al. 2006)

Sistema renina angiotensina e IAM

Existen antecedentes que reportan que una vez que se produce el dafio al miocardio por
infarto se desencadenan un gran numero de fendmenos para su adaptaciéon, uno de los
mecanismos que se activan por la via del receptor AT1 es la remodelacion cardiaca
caracterizada por alteraciones en la matriz extracelular, los principales colaboradores para
estos cambios estructurales son los fibroblastos, los cuales poseen proteinas estructurales
como fibronectina y colageno | y lll, inhibidores tisulares de las metaloproteinasas de la
matriz (TIMP’s) y factores de crecimiento secundarios que actian de forma

autocrina/paracrina para promover el proceso de remodelacion. (Paradis et al. 2000)

18



Infarto al
miocardio

L_I

Modificaciones
estructurales

RECEPTOR AT1

Proliferacion celular --> Fibroblastos -—> Hipertroﬁa cardiaca

--> Falla cardiaca --> MUERTE

Fig. 8. Regulacién del receptor AT1 y sus efectos.
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1.5 Oxigenacion hiperbarica

1.5.1 Antecedentes de la camara hiperbarica

La terapia con oxigenacién hiperbarica (OHB) fue descrita por primera vez en 1662 por el
médico, fisiblogo Henshaw, quien sugeria, que el aumento de la presion del aire podria

aliviar algunas lesiones agudas. (Tandara & Mustoe 2004)

En la actualidad la Undersea and Hyperbaric Medical Society la define como el
tratamiento basado en mantener al paciente en un ambiente con O2 al 100% de forma
continua dentro de una camara presurizada por encima de 1 atmosfera total absoluta

(ATA) (760mmHg).

1.5.2 Efectos del oxigeno hiperbérico

La OHB consiste en que el paciente respire oxigeno puro en el interior de una camara a
mayor presion que la atmosférica.(Subbotina 2006) Existen dos efectos principales de la

oxigenacion hiperbarica:

1.5.2.1 Efectos mecénicos de la presion:

La presion es la suma de las fuerzas que actuan uniformemente sobre la superficie de un
objeto. El cuerpo humano comunmente estd sometido a 1 ATA de presion que es
aproximadamente igual a la que hay a nivel del mar. En la OHB se utilizan presiones
relativamente bajas que superan la presién atmosférica hasta 3 veces, en comparacion
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con el buceo en profundidad donde el cuerpo humano es sometido a presiones superiores
de hasta 20 atmdsferas. Cada sesion de tratamiento en cdmara hiperbérica tiene cuatro

fases:

Fase de compresion: Como el paciente respira durante la compresion la presion de gas
(aire, mezclas, oxigeno) en los pulmones se equilibra con la presion externa, no existe
problema con el intestino porque éste tiene las paredes blandas que se adaptan a la
presion, el volumen de gas en el intestino durante la compresion disminuye sin causar
molestia. Diferente de lo que ocurre en los senos paranasales y en el oido medio, los
cuales pueden presentar ciertos problemas, pues dichos 6rganos tienen las paredes
rigidas, por lo tanto no se colapsan con el aumento de la presién exterior , es por ello que
si el paciente que es sometido a una sesién de OHB no es manejado adecuadamente, los
cambios de presion durante la fase de compresion, en el oido medio se pueden producir
hemorragias y trasudacién de la linfa hacia su interior por rotura de la membrana

timpanica. (Subbotina 2006; Fernandes 2009; Klemmeti et al. 2005)

Durante la compresion el ingreso de gas (oxigeno, aire o0 mezclas) al organismo ocurre a
través de las vias aéreas y posteriormente pasa al alveolo pulmonar, produciéndose en
este nivel el intercambio gaseoso con la sangre, el cual pasa a través del surfactante
pulmonar a los capilares alveolares, a las venas pulmonares, al corazén y posteriormente

a la circulacién general hacia todos los tejidos, desplazandose desde el lugar de menor
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presién por difusion hasta que se produzca el equilibrio de presiones de dicho gas en el

ambiente con la presion de este gas en los tejidos. (Rodriguez 2010)

Fase de isopresion: Durante esta fase no hay cambios de la presiéon de gas en el
organismo, pero hay cambios en la composicion gaseosa tanto los gases intestinales
como de los producidos en los tejidos por microorganismos anaerobios causantes de la
gangrena gaseosa, mecanismos imperceptibles por el paciente sometido a la OHB.

(Subbotina 2006; Fernandes 2009)

Fase de descompresion: En esta fase ocurre lo inverso a la compresion, la presion parcial
de los gases se hace menor afuera del organismo que en el transcurso de la
descompresion. El organismo esta desaturandose de los gases porque el gas disuelto en
los tejidos pasa a la sangre para ser expulsado con la respiracion, siempre desplazandose
de donde hay mayor presion parcial de gases hacia donde hay menor presién parcial. Si
la descompresién se hace demasiado rapido sin dar tiempo a su expulsién, el gas disuelto
puede pasar directamente a la fase gaseosa en la sangre y en los tejidos formando
burbujas. La formacion de burbujas de un gas inerte es la base de la aparicion de la
enfermedad por descompresion y que ocurre en ocasiones en el buceo o en trabajos en
recintos a presion. Los efectos mecanicos de la descompresion son desfavorables para el
oido medio, como en la compresion, puede producirse barotrauma del oido si el paciente
no compensa los cambios de la presion con algunas maniobras como tragos en seco,
bostezos, maniobra de Valsalva, etc. Existe un efecto desfavorable sobre los oidos por
abrirse la trompa de Eustaquio con una diferencia de 35 mmHg entre el oido medio y el
ambiente. Es probable que también se pueda producir barotrauma de los senos
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paranasales y de los pulmones produciendo neumotorax, si el paciente por alguna razén
retiene la respiracion durante la descompresién o tiene burbujas en los pulmones, en un
sitio donde los vasos tengan menor resistencia, estos pueden romperse con los cambios

de volumen y producir dafios importantes. (Subbotina 2006; Klemmeti et al. 2005)

Fase de post presurizacion: Después de la sesion de OHB en los tejidos se queda la
mayor cantidad de oxigeno, de una sesidén a otra el tiempo de lavado del exceso de
oxigeno de los tejidos se reduce drasticamente después de las primeras exposiciones,
este tiempo es de casi cuatro horas y se ha descrito que a partir de la séptima sesion el

tiempo de lavado del exceso de oxigeno se reduce a media hora.

El aire que respiramos es una mezcla de gases a nivel del mar contiene 20.84% de
oxigeno, 78.09% de nitrogeno, 0.93% de argon, 0.03% de anhidrido carbdnico, vapor de
agua y pequefias cantidades de nedn, helio, kriptdén, hidrégeno, xendn, ozono y radén.
Segun la ley de Dalton a la misma temperatura la presion total de una mezcla gaseosa es
igual a la suma de las presiones parciales que ejerceran sus componentes si cada uno de
ellos ocupara individualmente el volumen total de la mezcla. Durante el tratamiento con la
camara hiperbarica en los protocolos de OHB habitualmente se respira oxigeno puro.

(Subbotina 2006; Fernandes 2009)
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1.5.3 Bases fisioldgicas de la oxigenacién hiperbarica

El efecto de la OHB esta basado en las leyes de los gases y en los efectos fisiologicos y

bioquimicos de la hiperoxia.

e Ley de Henry: Establece que la presion de un gas disuelto en un liquido es igual a
la presion parcial de ese gas sobre la superficie de dicho liquido.

e Ley de Dalton Establece que en una mezcla de gases la suma de las presiones
parciales de los gases en dicha mezcla equivale a la presién total de dicho gas.

e Ley de Boyle: Establece que un gas a temperatura constante, el volumen de dicho
gas es inversamente proporcional a la presién ejercida sobre ese gas. (Subbotina

2006; Smith 2011)

1.5.3.1 intercambio de gases entre la sangre y los tejidos

El transporte comun del oxigeno es via hemoglobina, cuando los glébulos rojos llegan a
los capilares de los tejidos encuentran un tejido con menor presion parcial de oxigeno
entonces liberan este gas, asi, el contenido de dioxido de carbono es mas alto en los
tejidos que en la sangre, por eso el dioxido de carbono se difunde de los tejidos a la sangre
y el oxigeno a la inversa, de la sangre a los tejidos. En condiciones hiperbaricas la presion
parcial de oxigeno en sangre es mucho mayor que respirando aire en condiciones
normales, la mayoria de los protocolos de los tratamientos utilizan de 2 a 3ATA’s con lo
que la presion de oxigeno en sangre arterial llega a 1200 a 2000 mmHg. La presion de
oxigeno mas alta lo hace difundir a mayor distancia y en mayor cantidad en los tejidos, si

normalmente las presiones subcutaneas del oxigeno son de 30 a 50 mmHg respirando
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oxigeno puro a 1ATA, estos valores suben a 90-150 mmHg a 2 ATA’s son de 200-300
mmHg y puede superar estos valores cuando se respira oxigeno puro a 3 ATA's.

(Subbotina 2006; Barata 2011; Dunker & Bache 2008; Duffy et al. 2004)

1.5.3.2 Requerimientos de oxigeno en los tejidos

Para el funcionamiento normal de la cadena respiratoria en los tejidos se requiere la
presencia constante de oxigeno molecular. Aproximadamente un 90% de oxigeno se
utiliza la fosforilacién oxidativa con formacion de moléculas de ATP un 9% se gasta en
remover el hidrégeno en los procesos de oxidacion de aminoacidos y un 1% se incorpora
en las moléculas durante la oxidacion de las aminas bidégenas y las hormonas. (Boveris &

Chance 1973; Stephen 2009)

1.5.3.3 Reduccion de la frecuencia cardiaca bajo la oxigenacion hiperbarica

La hiperoxia normobarica disminuye la frecuencia cardiaca en humanos y en animales. La
hiperoxia hiperbéarica también produce este efecto que se considera como parte del
aumento del tono parasimpético. Una disminucién de la frecuencia cardiaca Entre 10 y
15% es un indicador favorable de la influencia de la OHB, el aumento del pulso indica un
efecto negativo de esta terapia. Este criterio es utilizado por especialistas en
oxigenoterapia hiperbarica en Rusia para evaluar la coherencia del protocolo y del
tratamiento en cada paciente individualmente.

También los informes sobre los efectos de la oxigenacidon hiperbarica sobre la presion
arterial estan variando y en algunos casos son contradictorios. La oxigenacion hiperbarica
gue aumenta, (Al-Walili 2006; Bergo & Tysseboth 1992; Demchenko 2005) disminuye
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(Nagatomo 2010) o permanece sin cambios en la presion arterial (Demchenko 2005;

Bergo et al. 1988) esto es probablemente debido a diferentes protocolos utilizados por

ejemplo la duracion del tratamiento las diferentes especies utilizadas como sujetos

experimentales las diferentes condiciones subyacentes por ejemplo sujetos sanos con

diabetes e hipertension y el estado de conciencia y anestesia.

De este modo se ha realizado investigacion del efecto de la OHB en diferentes 6rganos y

en diferentes patologias, por lo tanto ya se ha descrito ampliamente los principales usos

de esta terapia, entre ellos se encuentran: (Al-Waili et al. 2006; Camporesi 1996; Benson

et al. 2003)

Intoxicacion por monoxido de carbono
Enfermedad descompresiva de los buzos
Embolismo gaseoso
Gangrena geseosa
Infecciones necrotizantes progresivas
Absceso intracraneal
Dafio tisular por radiaciéon
Sindrome compartimental
Enfermedades autoinmunes
Efectos cardiovasculares

* Infarto agudo al miocardio

* Modifica Reactividad vascular

* Reduccion de la frecuencia cardiaca
Estimula la neoangiogénesis

Modula la produccion de o6xido nitrico.
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Infarto Agudo al miocardio

ﬂ

OHB

Inhibicion de la estimulacion del receptor
AT1

Se limita la presencia de efectos perjudiciales como : proliferacidon
celular, fibrosis -->hipetrofia cardiaca --> muerte

Fig 6. Efectos de la OHB y sus potenciales efectos benéficos en el IAM

Estudios experimentales indican que la OHB es capaz de estimular la angiogénesis y
potenciar los efectos del implante de células madre, particularmente mejorando la
contractilidad cardiaca, aunque los mecanismos de accidbn no han sido del todo

dilucidados. (Camporesi 1996)

Ya existen reportes los siguientes beneficios del uso clinico de la terapia con OHB en el
IAM: Disminucion del area de infarto miocéardico, disminucién de las concentraciones
séricas de enzimas, y mejoria de los parametros hemodinamicos. (Davidson et al. 1973,

McNulty et al. 2005; Camporesi 1996)
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1.6 Vlitaminas antioxidantes

1.6.1 Vitamina C

La vitamina C o acido ascérbico esta relacionado con los azlcares de 6 carbonos por
tener una estructura quimica semejante, por lo que es bien tolerada al administrarse por
via oral y es conocido como el antioxidante hidrofilico por excelencia. (Fig 8) (FAO & WHO

1998)

Fig 7. Estructura quimica de la vitamina C

Los efectos promotores de la salud de la vitamina C se pueden atribuir a sus funciones
bioldgicas al actuar como cofactor en multiples reacciones principalmente en la sintesis
de colageno, presenta ademas, efectos benéficos en pacientes tratados con
guimioterapia, se usa como coadyuvante en tratamiento del cAncer asi como en sepsis y

enfermedades neurodegenerativas (FAO & WHO 1998; Serra & Cafaro 2007)

Es requerida por una gran cantidad de funciones biologicas, los humanos y algunos
primates hemos perdido la capacidad de sintetizarla, por lo que es una vitamina esencial
que debe consumirse en la dieta, la OMS recomienda una ingesta diaria de 45 miligramos

por dia. (Serra & Cafaro 2007)
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Los efectos antioxidantes que presenta esta vitamina se explican de la siguiente forma:
Contiene varios elementos estructurales que contribuyen a su comportamiento quimico:
la estructura de la lactona y dos grupos hidroxilos endlicos, asi como un grupo alcohol
primario y secundario. La estructura endiol motiva sus cualidades antioxidantes, ya que
los endioles pueden ser oxidados facilmente a dicetonas, Por eso, los endioles con grupos
carbonilo vecinos se llaman también reductonas (fig 9). (Serra & Cafaro 2007; Shite et al.

2001)

) R R|

R> . (R Oxidacion
HO OH o) o)
Endiol Dicetona

Fig.8 Oxidacién de endiol a dicetona, reaccién que explica la actividad antioxidante de la vitamina C

Por otro lado se ha descrito que las especies reactivas de oxigeno (ROS) son producidas
ampliamente como producto de las vias metabolicas, tal como la cadena de transporte de
electrones, o por intermediarios de las mismas, como la xantina oxidasa, mieloperoxidasa
y NADPH oxidasa, etc., las cuales inician la reaccion de radicales a través de la obtencion

de atomos de hidrégeno a partir de enlaces C-H formando asi los radicales de lipidicos.
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Los lipidos son a menudo los principales objetivos de la oxidacion, porque muchas de las
enzimas que producen ROS se encuentran en las bicapas lipidicas de las membranas
celulares. Los radicales reaccionan con el oxigeno molecular para formar radicales
peroxilo que, si no neutralizados por el a-tocoferol de la membrana celular, podran
participar en la reaccibn de propagacién radical. Los lipidos peroxidados son
quimicamente inestables y, cuando no se reduce por la glutation reductasa a acidos
hidroxilipidicos, constituyen una fuente de productos dafiinos incluyendo 2-alquenales,
epoxidos, y malondialdehido, potencialmente dafiinos, ya que se encuentran involucrados
en el desarrollo y la progresion de enfermedades cronicas que cursan con componentes

inflamatorios. (FAO & WHO 1998; Traber & Stevens 2011)

Por lo tanto podemos concluir que el estrés oxidativo juega un papel clave en la génesis
y progresion de las enfermedades cardiacas, especialmente en el infarto agudo al
miocardio y que, como consecuencia, la vitamina C puede tener un importante papel

terapéutico.

Existen reportes en los cuales se concluye en primer lugar, que los radicales libres
derivados de lipidos aumentan en pacientes con insuficiencia cardiaca incluso en la
ausencia de infarto agudo al miocardio subyacente, aunque la magnitud del estrés
oxidativo fue mayor en aquellos pacientes con una etiologia isquémica. En segundo lugar,
estos radicales libres derivados de lipidos se reducen significativamente por la vitamina C,

tanto de forma aguda cuando administra por via intravenosa y crénicamente con la terapia
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oral. En tercer lugar, los neutréfilos de pacientes con insuficiencia cardiaca congestiva
tienen una capacidad mejorada de generar O2 a través del sistema enzimético de la
NADPH oxidasa. Y por ultimo, se encontr6 que la vitamina C no tiene efecto sobre la
capacidad de los neutrofilos para generar aniones superdxido administrandose de forma
aguda, pero durante su administracién a largo plazo hubo una disminucién marcada. Por
lo que se concluye que administrar vitamina C a los pacientes con patologias
cardiovasculares incluidos los de origen isquémico supone una opcion terapéutica

coadyuvante. (Ellis et al. 2000)

1.6.2 Vitamina E

Con el nombre de Vitamina E existen varios compuestos, denominados Tocoferoles, que
los podemos encontrar como a- tocoferol, B-tocoferol, y-tocoferol, y delta-tocoferol, siendo
el primero el mas activo como vitamina y el usado en terapéutica (asi como sus ésteres
con acetato y succinato), y el ultimo el mas activo como antioxidante. (Do et al. 2015;

Ganini & Mason 2014)

El término d-a-tocoferol hace referencia a la vitamina E natural, que es dextrorrotatoria, y
el término dl-a-tocoferol hace referencia a la mezcla de isG6meros preparado
sintéticamente. La vitamina E es una vitamina liposoluble, cuyo papel principal es prevenir
la oxidacion de los acidos grasos poliinsaturados. La vitamina E reacciona con los

radicales libres de oxigeno, que son los causantes del dafio oxidativo de las grasas de las
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membranas celulares, evitando la formacién de otros radicales libres en el proceso.

(Ganini & Mason 2014)

Localizada en la parte lipidica de las membranas biol6gicas protege los fosfolipidos de las
mismas del ataque de los radicales libres. La vitamina E secuestra los radicales libres
reduciéndolos a metabolitos menos activos. Forma parte de un conjunto de factores del
sistema de defensa antioxidante celular, sistema que incluye enzimas como la superéxido
dismutasa, la glutation peroxidasa, la catalasa, etc y otros factores no enzimaticos como

el &cido urico o el glutation.

Muchos de estos factores son, ademas dependientes de otros nutrientes esenciales como
el selenio, el cinc o el cobre. Por lo tanto, la funcion antioxidante de la vitamina E puede
ser afectada por el estado nutricional con respecto a uno o varios nutrientes. Esto se pone
de manifiesto en algunas enfermedades debidas a deficiencias graves (p.ej. miopatias o
desordenes vasculares) en las que la vitamina E puede ser intercambiada por selenio. (Do

et al. 2015)

La funcion antioxidante de la vitamina E y los factores que forman parte del sistema
antioxidante pueden ser fundamentales para proteger a los organismos frente a
condiciones relacionadas con el estrés oxidativo como la artritis, el cancer, las cataratas,
la diabetes, etc. Ademas esta implicada en la funcién inmunoldgica, la transmision
intracelular de sefales, la regulacion de la expresién de los genes y otros procesos

metabodlicos.
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Asi, el a-tocoferol inhibe la actividad de la PKC, una enzima que modula la proliferacion
celular y la diferenciacion en las células lisas musculares. También esta presente en las
células epiteliales que tapizan la superficie interna de los vasos sanguineos lo que reduce

la adhesién de algunos de los componentes de la sangre.

Adicionalmente, aumenta la expresién de dos enzimas que inhiben la sintesis del &cido
araquidoénico, lo que se traduce en un aumento de la liberacion de prostaciclina del
endotelio, con el subsiguiente efecto antiagregante plaquetario y vasodilatador. (Traber

2007)

La absorcion de la vitamina E es muy variable oscilando entre el 20 y 70%. La vitamina E
absorbida es capturada por los quilomicrones y las lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDLSs) e introducida en la circulacion linfatica. Seguidamente, pasa al higado donde una

parte se incorpora a las HDLs.

Una vez en la circulacion sanguinea, la vitamina E de las VLDLs y HDLs puede penetrar
en las células mediante un mecanismo que implica una lipoproteina lipasa, un receptor
situado en la membrana celular y una proteina transportadora TBP (Tocopherol-Binding-
Protein) que facilita el transporte intracelular de la vitamina. En las células no adiposas, el
tocoferol se localiza casi exclusivamente en las membranas celulares, mientras que en los
adipocitos se encuentra en la fase lipidica. (Ganini & Mason 2014) En presencia de un

radical libre ROO, el tocoferol cede un hidrogeno pasando a ser un radicala-tocoferoxil,
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gue pasa a tocoferilquinona biolégicamente inactiva. Esta es finalmente reducida a
tocoferilhidroquinona, la cual es excretada en la bilis en forma de conjugado glucurénido.
Debido a su caréacter lipdfilo, la eliminacion urinaria en condiciones normales es

practicamente nula.

m/\)\/\)\/\/\

0
c-tocoferol
RQO» AT
?
ROOH AH
O

o) \/\\
radical o—tocoferilo

ROQ=

ROCOH

u—tocoferil quinona

Fig. 9 Mecanismo de accién antioxidante del a-tocoferol

1.6.3 Uso de vitaminaCy E

Los efectos de la vitamina C y la vitamina E como antioxidantes y su accidén cooperativa
contra la oxidacion de los lipidos en solucion, membranas, y en lipoproteinas se han
estudiado y revisado ampliamente. Ambos actuan como potentes y probablemente los
mas importantes antioxidantes, hidrofilos y lipofilos respectivamente y ademas de que

cada uno funciona en su propio sitio de accion forma individual, actian sinérgicamente
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pues la vitamina c recicla vitamina E oxidada para su reutilizacion por parte de las células..

(Niki et al. 1995)

HO

o~ tocoferol

°°“J\Nk

Radical a- tocoferoxilo

1 Vitamina C

HO

o~ tocoferol

Fig. 10 Reestablecimiento del a-tocoferoxilo a a-tocoferol con la vitamina C como intermediario

Se ha demostrado que los radicales libres contribuyen al dafio del miocardio isquémico y
afectan la propiedad eléctrica de las membranas celulares principalmente afectada el
sistema de conduccion eléctrica ventricular, situacion que es posible valorar al realizar
electrocardiograma, el cual se modifica benéficamente en pacientes que recibieron
tratamiento con ambas vitaminas disminuyendo por lo tanto arritmias y taquiarritmias

potencialmente mortales. (Chamiec et al. 1996; Shite et al. 2001)
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2. JUSTIFICACION

Dada la elevada incidencia y aumento exponencial de la morbimortalidad en México a
causa de infarto agudo al miocardio, es necesaria la implementacion de nuevos
tratamientos que ofrezcan una opcidn terapéutica para los pacientes que cursan con esta
patologia, el uso de la oxigenacion hiperbarica es un tratamiento que ha tomado auge en
los dltimos afios de igual manera que el uso de vitaminas antioxidantes como lo son la
Vitamina C y E, por lo que, en este modelo se busca analizar si el uso concomitante de
dichas terapias modifica la expresion de receptores AT1 y AT2 para potencialmente,

mejorar la funcidn cardiaca y limitar las secuelas postinfarto.
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3. Planteamiento del Problema

¢Modificard la terapia de oxigenacion hiperbarica asociada a la administracion de
vitaminas C y E la expresion de los receptores de angotensina AT1 y AT2 contribuyendo

a la recuperacion del corazon postinfartado?
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4. Hipotesis

La terapia postinfarto de oxigenacion hiperbarica asociada al tratamiento con vitamina E
y C produce disminucién en la expresion de receptores AT1 y un aumento de los
receptores AT2 en el tejido cardiaco contribuyendo a su preservacion y recuperacion,

limitando como consecuencia, las secuelas potencialmente mortales del IAM.
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5. Objetivo General

Evaluar el efecto de la terapia de oxigenacion hiperbarica y la administracién concomitante
de vitaminas C y E en la expresion de los receptores AT1 y AT2 en el corazon con IAM en

ratas Wistar.
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5.1 Objetivos especificos

0

X/
L X4

Determinar los efectos de la terapia de oxigenacion hiperbarica en el corazén con

IAM.

Determinar los efectos de la terapia de oxigenacion hiperbéarica asociada a la

administracion de vitamina C y E en el corazén con IAM.

Determinar la modificacion de la expresion de los receptores AT1 con terapia de
oxigenacion hiperbarica asociada a la administracién de vitamina C y E en el

corazén con IAM.

Determinar la modificacion de la expresion de los receptores AT2 con terapia de
oxigenacion hiperbarica asociada a la administracion de vitamina C y en el corazén

con IAM.
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6. Ubicacion temporal y espacial

El estudio se realiz6 en la Escuela Superior de Medicina del Instituto Politécnico Nacional

en el laboratorio de Farmacologia Cardiovascular y Medicina hiperbéarica experimental.

7. Analisis estadistico

La evaluacion estadistica de los datos obtenidos se realiz6 utilizando la prueba de ANOVA

de una via, post hoc Bonferroni. Considerando una P<0.05 como significativa.

8. METODOLOGIA

Se utilizaran ratas machos de la cepa Wistar, de un peso 300 +/- 50 g provenientes del
bioterio central del Hospital Centro Médico Siglo XXI, las cuales se mantuvieron en jaulas
a temperatura ambiente, expuestas a un ciclo de 12 horas de luz por 12 horas de oscuridad

y alimentadas con nutricubos para roedores de laboratorio.

Todos los animales se utilizaran apegados a las normas éticas establecidas por la Escuela
Superior de Medicina del IPN y cumplen con los requerimientos que en la materia
determinan la NOM-062-Z00-1999 ESPECIFICACIONES TECNICAS PARA LA
PRODUCCION, CUIDADO Y USO DE LOS ANIMALES DE LABORATORIO, SAGARPA,
yla GUIA PARA EL CUIDADO Y USO DE LOS ANIMALES DE LABORATORIO, National
Research Council.
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Para realizar el modelo de infarto, se utilizara la técnica de oclusién de la arteria
descendente anterior proximal. Se anestesia previamente a la rata con Xilazina a una
dosis de 8 mg/Kg y Ketamina 100 mg/Kg de peso, una vez anestesiada, se realiza
tricotomia de torax y bajo condiciones de asepsia y antisepsia, se coloca en posicion
supina en la tabla quirdrgica, se realiza intubacién orotraqueal con catéter 16G conectado
a un ventilador para roedores Harvard Rodent Ventilator 683 a una frecuencia de 60
ventilaciones por minuto para proporcionar apoyo ventilatorio durante la cirugia con
insuflaciones de 2.5 a 3ml de aire ambiental, posteriormente, se localiza el cuarto espacio
intercostal y sobre este, se realiza una incision en piel, para después realizar diseccion
tipo roma hasta llegar a los masculos intercostales, en los cuales se realiza miotomia
permitiendo asi tener acceso a la cavidad intratoracica aproximadamente en el origen la
arteria aorta, se localiza la orejuela izquierda, se separa sutiimente, permitiendo asi la
visualizacion de la arteria descendente anterior (ADA) la cual irriga la cara anterior del
ventriculo izquierdo. Se realiza pericardiotomia anterior total, se localiza nuevamente la
ADA y se liga con sutura nylon 5-0 con un punto simple profundo, se corrobora la
hemostasia cardiaca y se procede al cierre de la cavidad toracica con sutura nylon 4-0
corroborando hemostasia y cerciorandonos del mantenimiento de una presién negativa
intratoracica evitando neumotoérax a tension, se realiza nuevamente afrontamiento de
musculos pectorales afrontdndolos con punto simple con Nylon 4-0 y por Gltimo se afronta
la piel, una vez finalizado el acto quirargico, se coloca a la rata en un area con calor artificial
y se vigila de forma estrecha para detectar oportunamente alteraciones postquirdrgicas,
tras un periodo de entre 10-20 minutos es extubada para posteriormente administrar

analgesia con buprenorfina a una dosis de 0.2 mg/kg via subcutanea, dosis que sera
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repetida diariamente para mantener a los animales bajo condiciones de analgesia

posquirdrgica adecuada.

8.1 INTEGRACION DE GRUPOS

Se formaran 10 grupos de estudio conformados por una n=5 ratas seleccionadas al azar

cada uno describiéndose a continuacion:

Con terapia de oxigenacion hiperbarica Sin terapia de oxigenacioén hiperbarica
Sana Sana
Infarto Agudo al Miocardio Infarto Agudo al Miocardio
IAM + VitaminaCy E IAM + VitaminaCy E
Sham Sham

Tabla 1. Integracién de grupos

Las ratas que seran tratadas con la terapia antioxidante seran dosificadas con acetato de
D-alfa-Tocoferol (Vitamina E- gdicaps a 25mg/Kg/d) via oral y acido ascorbico a dosis de
20 mg/kg/d via oral administrando la primera dosis 24 horas después de la cirugia. Y
continuando la dosificacion por 3 dias consecutivos simultaneos a la exposicion a OHB

para los grupos correspondientes.

Los animales que seran expuestos a la OHB sera a dos atmosferas de presion por una

hora, en una cadmara para uso experimental con una sesion por dia por 3 dias con las
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siguientes especificaciones, la presurizacion se lleva a cabo en un periodo de 15 minutos,
una hora de isopresion a 2 ATA, después de terminada la hora de exposicion, la
despresurizacion se realiza en los siguientes 15 minutos, después de este periodo los
animales son sacaran de la cAmara y seran colocados en su respectiva jaula, una vez
terminadas las 3 sesiones correspondientes, se procedera al sacrificio de las ratas por la
via de decapitacion con previa anestesia con pentobarbital sédico a una dosis de 60mg/kg
via intraperitoneal, y se realizara toracotomia total para obtener el corazon integro, y se
conservara en REVCO a una temperatura de -70°C para después analizar las

modificaciones tisulares con técnica de western blot.

Fig. 11 Camara hiperbérica experimental
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El manejo de los cadaveres y desechos derivados (RPBI) se realiza de acuerdo a la NOM-
087-ECOL-SSA1-2002, Proteccion ambiental- Salud ambiental - Residuos
peligrosos bioldgico-infecciosos, -Clasificacién y especificaciones de manejo: Los
residuos patolégicos, humanos, o de animales ( que no estén en formol) deberan
conservarse a una temperatura no mayor de 4° C, en las &reas de patologia, o en
almacenes temporales con sistemas de refrigeracion o en refrigeradores en &areas que

designe el responsable del establecimiento generador dentro del mismo.

9. Western Blot

Los corazones obtenidos fueron homogenizados con un homogenizador (TISSUE
TEAROR, de BIOSPEC PRODUCTS, inc USA), en 1 ml de TRIS - HCI 0.1 MapH 7.4
que contenia inhibidores de preoteasas mini complit a una velocidad de 15 000 rpm
durante 4 min a 4°C. Una vez homogenizados dichas muestras fueron centrifugadas a 12
000 rpm por 20 min a 4°C, con el sobrenadante se formaron alicuotas de 100 uly se

almacenaron a -80°C hasta su utilizacion.

Para la determinacion de proteinas se utilizo el método colorimétrico de Lowry el cual en
un medio ligeramente alcalino, se une a las proteinas formando complejos con los &tomos
de nitrégeno de los enlaces peptidicos. Estos complejos Cu?*-proteina tienen un color azul
claro. Ademas, provocan el desdoblamiento de la estructura tridimensional de la proteina,
exponiéndose los residuos fendlicos de tirosina que van a participar en la segunda etapa

de la reaccion.
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El Cu?* se mantiene en solucién alcalina en forma de su complejo con tartrato. La
reduccion, también en medio basico, del reactivo de Folin-Ciocalteau, por los grupos
fendlicos de los residuos de tirosina, presentes en la mayoria de las proteinas, actuando
el cobre como catalizador. El principal constituyente del reactivo de Folin-Ciocalteau es el
acido fosfomolibdotungstico, de color amarillo, que al ser reducido por los grupos fenélicos

da lugar a un complejo de color azul intenso. (Lowry et al. 1951)

9.1 Procedimiento

Se realiza una curva de calibracién usando una alicuota de albumina sérica bobina de 0.5
mg /1ml, y realizando diluciones para obtener concentraciones de proteinas 5, 10, 15, 20
30, 40, 45, 50 pg/ml de proteina, con un volumen de 200 pl, al mismo tiempo se realizaron

diluciones 1:100 de las muestras a determinar.

Una vez realizadas las diluciones correspondientes se realizaron las soluciones C y D, a
partir de la solucion Ay B y de FOLIN 2N (ver mas adelante) protegiéndolas de la luz y
colocandolas a 4°C hasta su utilizacion. A cada una de las diluciones se le coloco 1 ml de

solucion C, dejando reposar 10 min a temperatura ambiente.

Terminado el tiempo de incubacién con la solucién C se colocaron 100 pl de solucién D,
dejando reposar 30 min a temperatura ambiente. Terminado este tiempo se colocaron en
celdillas para leer en el espectrofotometro (JENway 6300 spectrophotometer) a 750 nm

en luz visible. Con los datos obtenidos se cred una curva de regresion lineal con EXCEL
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de Microsoft Office y por extrapolacion se determind la concentracion real de proteinas

por micro litro en cada una de las muestras.

9.2 Electroforesis

Para realizar la electroforesis se ajustd a 15 ul la cantidad de proteina extrapolada y el
buffer de carga, se hirvieron a 100°C durante 10 minutos colocando inmediatamente a
4°C. Las muestras fueron colocadas en los pocillos de geles de acrilamida al 10 %
cargando una cantidad constante de proteina (70ug proteina) de cada muestray 4 ul de
un marcador de peso molecular (fermentas PageRuler prestained protein) en una camara
de electroforesis con buffer de corrida 1X. La electroforesis fue realizada a 105 mv durante

120 minutos con una fuente de poder BioRad PowerPac 200.

9.3 Transeferencia

Antes de que termine la electroforesis se realiza el buffer de transferencia y se colocan en
el papel filtro y se mantiene a 4°C hasta su utilizacion, se toma la membrana PVDF y se
coloca en metanol puro para su activacion manteniéndolo a 4°C hasta su utilizacion. 5
minutos antes de que termine la corrida, las membranas de PVDF se colocan en el buffer
de transferencia para retirar el exceso de metanol. Una vez que termino el tiempo de
corrida, se retiran los vidrios dejando el gel, se retira el exceso de buffer del papel filtro y
se colocan en la camara de transferencia (BioRad TransBlot SD SemiDry transfer cell), se

colocan en el siguiente orden:
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Papel filtro

Membrana de PVDF

Gel que se le realizo la electroforesis
Papel filtro

PowpPE

Y permanecen durante 75 minutos a un voltaje constante de 90 mV.

9.4 Bloqueo e incubacion con anticuerpo

Al término de la transferencia las membranas de PVDF fueron bloqueadas con leche baja
en grasas (Sveltty) al 5% suspendida en solucion TBS Tween durante 2 hrs. Una vez
terminado el proceso de bloqueo se agreg6 el anticuerpo policlonal para AT:1 Antibody (C-
18) goat polyclonal IgG de Santa Cruz realizando una dilucion 1:800 incubando toda la
noche en agitacion leve continua a 4°C. Terminado este tiempo se realizan 3 lavados de
las membranas de PVDF con TBST en agitacion gentil durante 10 minutos cada uno.
Posteriormente se coloco el anticuerpo secundario (rabbit — antigoat de IgG (H+L) HRP
conjugate, invitrogen), a una dilucién 1:10 000 durante 2 hrs. Y finalmente se realizaron 3

lavados de 10 minutos cada uno con TBST.

9.5 Revelado

Las membranas se incubaron con el sustrato quimioluminiscente usando luminol (western
Blotting Luminol Reagent (sc — 2040) de Santa Cruz biotechnology) siguiendo las
indicaciones del fabricante. Posteriormente fueron colocadas en la camara de
amplificacion durante 15 min en contacto directo con pelicula sensible a luz (Amersham

hyperfilm ECL de GE healtcare limited). A continuacion se sumergieron las peliculas en
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revelador (Kodak profesional d-19) durante 30 segundos Yy en fijador, se dej6 secar y se

rotulé adecuadamente para su futura lectura y andlisis.

9.6 Deteccion

La intensidad de las bandas se midi6 escaneando las bandas con un escaner (scanjet
G3110 de HP), y la densitometria se realiz6 empleando un software de andlisis de
imagenes (Quantity One 1 — D Imagen Andlisis Software; BioRad), realizando el analisis

densitométrico normalizado con GAP DH de las mismas muestras.
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10. Resultados

La administracion de vitaminas antioxidantes C y E de forma concomitante con la terapia

de oxigenacion hiperbarica en el modelo de infarto al miocardio, tras analizar el tejido

infartado, produce una disminucion importante en la expresion del receptor AT1. En la

figura 14 observamos como la monoterapia con OHB en un corazon infartado disminuye

drasticamente la expresion del receptor AT1, efecto que se potencia con la administracion

concomitante de vitaminas C y E, ademas podemos observar como la monoterapia con

OHB, pudiera estar generando un efecto positivo ante esta patologia sin embargo, no con

la misma eficacia que la terapia conjunta.

Receptor AT1

GAPDH| . A —

AT1 e el B

%k

Densitometria
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Fig 12. Efecto de los tratamientos por grupo sobre la expresion del receptor AT1.
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La administracion de vitaminas antioxidantes C y E de forma concomitante con la terapia
de oxigenacion hiperbéarica en el modelo de infarto al miocardio, tras analizar el tejido
infartado, produce un aumento importante en la expresion del receptor AT2. En la figura
15 observamos como la monoterapia con OHB en un corazon infartado aumenta de forma
importante la expresion del recetor AT2, efecto que puede ser equivalente al de la
administracion de las vitaminas C y E de forma aislada, sin embargo este efecto
cardioprotector se ve potenciado con la administracién conjunta de ambas terapias,

demostrandose un efecto sinergico importante.

Receptor AT2
GAPDH T ———
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fa! 14 N B IAM +VITCYE
IAM "+ VIT Cy E + OHB
ﬂ' T T T T
) ¢ @
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N SRR
bde‘ \o ‘;ié
&

Fig 13. Efecto de los tratamientos por grupo sobre la expresion del receptor AT2
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11. Discusion

Las estadisticas indican que en las Ultimas décadas las enfermedades cardiovasculares
han ido en aumento de una forma tan importante que en la actualidad ocupan el primer
lugar de morbimortalidad a nivel mundial, (OMS 2012, INEGI 2012) y aunque existen guias
clinicas para el manejo agudo y cronico de los pacientes con IAM (Sinz 2011) se requiere
continuar innovando en la investigacion de opciones terapéuticas adyuvantes que mejoren

la calidad de vida de los pacientes con esta patologia.

La terapia con OHB ha comenzado a ser estudiada debido a que, en los pocos reportes
gue existen se han encontrado efectos benéficos en un gran numero de patologias, sin
embargo, hasta el momento es muy poca la bibliografia en lo que respecta a las patologias
cardiovasculares, de ahi la importancia del presente trabajo, en este caso, al evaluar la
modificacion de la expresion de los receptores AT1ly AT2, los cuales tienen una gran
importancia en las enfermedades cardiovasculares, (Diem T. DINH, Albert G. FRAUMAN,
Colin I. JOHNSTON 2001) también podemos dilucidar cuales son las vias que puede
estarse silenciando o estimulando tras las sesiones de OHB y la administracion de

vitamina Cy E.

Nuestros resultados indican que la OHB modifica de forma significativa la expresion tanto
de los receptores AT1 como de los ATZ2, por lo que ofreciéndose como monoterapia ofrece

una viable opcidn terapéutica para los pacientes que han cursado con un IAM; y esto
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coincide con investigaciones que se han realizado con miembros y colaboradores de

nuestro equipo de trabajo en lineas de investigacion paralelas a este trabajo.

Como aspecto interesante podemos sefialar que de manera conjunta se han administrado
vitamina C y E, vitaminas antioxidantes por excelencia, que en modelos experimentales
de infarto han sido utilizadas para reducir el area del infarto, disminucion de arritmias
cardiacas post infarto, y estabilizar las ROS (Shite et al. 2001; Traber & Stevens 2011;
Nam et al. 2003) en el proceso de necrosis del tejido cardiaco, permitiendo limitar las
secuelas que caracterizan a la historia natural de esta enfermedad, aspectos que
consideramos importantes y aunado a una reduccién en la zona de infarto podemos
observar en nuestros resultados que los receptores a angiotensina AT1 no se ven
estadisticamente modificados por la administracion de monoterapia con vitaminas C y E,
sin embargo los receptores AT2 si presentan diferencias significativas, con lo que puede

justificarse su efecto benéfico en los pacientes que cursan con esta patologia.

De forma interesante, este estudio nos permitié darnos cuenta que al aplicar ambas
terapias existe una sinergia entre sus efectos benéficos, disminuyendo de forma importe
los efectos perjudiciales del receptor AT1 y aumentando los efectos cardioprotectores del
receptor AT2, ademas de ser una terapia viable y accesible para cualquier paciente,

aspecto que no ha sido descrito en la literatura.
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Al haber encontrado todos estos efectos, se requiere continuar investigando para
continuar aportando conocimiento que valide el uso de la cAmara hiperbarica de forma

concomitante con las vitaminas C y E.
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CONCLUSIONES

Tras los analisis realizados podemos sugerir que:

v La terapia de oxigenacién hiperbéarica actia disminuyendo la expresion de los
receptores AT1 y aumentando la expresion de los receptores AT2 en el corazon
con IAM.

v' La monoterapia con Oxigenacion hiperbarica produce una disminucion significativa
en la expresion de los receptores AT1 en el corazon con IAM, efecto que no se
aprecia con la monoterapia con Vitaminas C y E.

v’ Laterapia de oxigenacion hiperbarica asociada a la administracion de vitamina C y
E produce un efecto sinérgico en la regulacion de los receptores AT1 en el corazon
con IAM.

v' Se encontrd que la expresion de los receptores AT2 aumentan de forma importante
con la terapia de oxigenacion hiperbéarica asociada a la administracién de vitamina
Cy E en el corazon con IAM mostrando un efecto sinérgico.

v' La administracion en monoterapia de oxigenacion hiperbarica o vitaminas C y E

aumenta la expresion de los receptores AT2.
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ANEXO

LISTA DE SOLUCIONES

Solucién de Lowry

Solucion A:

*+ Na2CO3 al 2%, NaOH 0,1 M

Solucién B:

* CuS04 x 5H20 al 1%, tartrato sddico-potasico al 2%

Solucién C:

o Se colocan 49 ml de solucion Ay 1 ml de solucién B para un volumen final
de 50 ml, se realizaron los ajustes para obtener un volumen acorde al

numero de muestras a medir en cada ocasion.

Solucion D
» A partir de FOLIN 2 N se realiza una dilucion al 50% con agua para obtener

FOLIN 1 N.

SOLUCIONES ELECTROFORESIS

Buffer de corrida, solucion stock 10X (1000ml):

e Tris HCI 30 gr
* Glicina 144 gr
« SDS10qr

* Agua aforar a 1000 ml.
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SOLUCIONES TRASFERENCIA
Buffer de transferencia, solucién stock 10 X (1000ml):
* Tris—HCI 30 gr
+ Glicina 144 gr
* Agua aforar a 1000m|
Buffer de transferencia 1X (200 ml)
* Solucidn stock de buffer de transferencia 10X 20 ml
* Agua miliQ 140 ml
* Metanol o alcohol metilico 40 ml
SOLUCION TBS 10 X. (1000ml)
» Trizma — Base o triz HCI 15.76 gr
+ NaCl89g
Disolver en un volumen menor y posteriormente ajustar pH con HCI o NaOH
hasta 7.4, posteriormente aforar a 1000 ml.
SOLUCION TBS — tween 1 X(1000 ml)
« +TBS 100 ml
* + Agua miliQ 900 ml

e +«Tween 201 ml
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