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RESUMEN

Una gran variedad de fdrmacos, se han estudiado con la intencién de
disminuir el tamafio del infarto, entre estos la nifedipina, la cual
ha demostrado capacidad cardioprotectora (52). Este f4drmaco . es
clasificado como un bloqueador del canal lento de calcio y ha
demostrado ser uno de los m&s potentes vasodilatadores (75). Se ha
estudiado experimentalmente su capacidad para disminuir el tamafo del
infarto (53,55,59).

Sin embargo, se conoce poce de su mecanismo a nivel sub-celular,
ademds no se ha demostrado por morfometria sus efectos tisulares.

Por ello, el objeti\;o de éste estudio fué realizar el andlisis por
microscopia 6ptica (MO} y electrénica de transmisién (MET) para
determinar el efecto de la nifedipina a nivel sub-celular ante la
oclusién de la arteria coronaria descendente anterior izquierda
(DAI).

Para cumplir esta finalidad se utilizaron 12 ratas Wistar macho de
200 a 300g de peso:; cuatro de ellas se emplearon como controles sin
oclusidén {sanos:como referencia de tejido normal). El segundo grupe
se les administré media hora antes de la cirugia solamente vehiculo y
se les ocluyd la DAI ({funguiendo como controles infartados sin
farmaco) y por ultimo los cuatro animales restantes se les administré
nifedipina (Smcg/kg de peso), como grupo tratado. Después de 4h de
oclusién, se procesaron los corazones de los diferentes grupos
estudiados, por técnicas convencionales de M.0. Y M.E.T. Los
resultados por M,0, fueron determinados por 1las diferencias
encontradas en relacién con el tejido sano. Siendo las alteraciones

mas frecuentes la necrosis coagulativa, congestién, edema,
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hemorragia, vacuolizacién y ca:eolisié. CObservandose que el control
infartado. presenté estas alteraciones con mayor severidad en
:comparacibn al grupo tratado.

En base a los resultades obtenidos por M.E.T., se pudo clasificar a
‘1as mitocondrias de acuerdo a las caracteristicas que presentaron en
" aquellas que permanecieron normales, las dafiadas y las lisadas. ¥ en
funcién de éstas, se determiné el tamado, No. de mito./100 micras
cuadradas y porcentaje, respectivamente.

En cuanto al tamaflo de mitocondria normal, fué constante para
controles sanos y mitocondrias normales de control infartado y grupo
tratado. Pero el tamaflo de mitocondria dafada de control infartado
fué superior al tamafic de mitocondria dafiada de grupo tratado, en
donde el tamafio practicamente correspondié al tamaflo normal promedio
determinado. El tamafio de mitocondria lisada carece de utilidad.

En funcién al numero de mitocondrias se determindé el porcentaje
respectivo para cada poblacién de mitocondrias (normales, dafdadas y
lisadas) de cada uno de los controles sano e infartado, asi como
grupo tratado. Comparando las poblacicnes de los tres diferentes
grupos, se pudo observar como en controles sin oclusién (sano) a
infartado la poblacién de mitocondrias normales disminuyd, mostrando
a su vez un el incremento de mitocondrias dafiadas y lisadas. En el
grupo tratado, disminuyé sensible la poblacién de mitocondrias
dafiadas, con el aumento concomitante del namero de mitocondrias
normales, manteniendo constante la cantidad de mitocondrias lisadas.
De éste estudio, se puede decir que la nifedipina tiene una accién
protectora de la integridad mitocondrial, vya que atenda el edema
mitocondrial, AdemAds que la nifedipina administrada durante las

cuatro primeras horas disminuye el dafio en este organelo.
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. 1} INTRODUCCION, --

1.1. INFARTO AGUDO AL MIOCARDIO. . .

El in‘fart:oi al xﬁ'io'cardm’és,‘ia Jmayor causa de muerte en paises
de’saijr'dlladosi':ﬁ'(i:i). ’ Aproximadamente ‘en E.U. una de cada  tres
muexlﬁés, [+ : éerca de 600;000 muertes por afio, se deben a
',pAdécinii;zr;tos Cc;ronarios, principalmente el infarto agudo al
miocardio (IAM) (43). En México, todo parece indicar que 1la
éardiopatia isquémica en los 0ltimos afios va tomando un papel cada
vez mas importante como causa de muerte en la poblacién general (47).
burante iel afio de 1989 (reportado en Marzo de 1992), la mortalidad
por causas cardiacaé fué la primer causa de defuncién en el pais,
con una incidencia de 58,102 individuos y por infarto agudo al
miocardic fué de 21,347 habitantes, o sea, el 36.74% de todas las
causas cardiacas, con una tasa de 25 defunciones a consecuencia del
infarto por cada 100,000 habitantes (62).

En un estudio realizado en el Instituto Nacional de Cardiologia con
538 pacientes admitidos por cardiopatia isquémica, el 94% de los
casos el IAM fué la primera manifestacién y‘el 27% presentaron
complicaciones de fase aguda {20).

El infarto consiste en la oclusién del flujo sanguineo de las
arterias coronarias «con la subsecuente isquemia, arritmias vy
necrosis tisular. Esto se da como resultado de 1la compleja
interacci6tn de los factores de riesgo que predisponen a este
padecimiento (13,26,29,43). Tales como tabaquismo, niveles de
colesterol sérico, hipertensidn, tolerancia a la glucosa, niveles de

estrégenos, vasoespasmo, entre otros (Tabla No 1.)(43).



Tabla 1. Riesgo de Infarto Estimado segun el Factor Predisponente.

( FACTOR RIESGO ESTIMADO )
FUMAR 50-70%,(EN FUMADORES DE MAS DE 5 ANOS) COMPARADO
CON NO FUMADORES.
COLESTEROL SERICO 2-3% DE RIESGO POR CADA 1% DE AUMENTO DE COLESTE-
ROL SERICO.
HIPERTENSION 2-3% DE AUMENTO EN EL RIESGO POR CADA AUMENTO DE -
1mmHg DE PRESION DIASTOLICA.
ESTILO DE VIDA UN RIESGO AUMENTADO DEL 45% EN AQUELLOS QUE TIENEN
UN ESTILO DE VIDA SEDENTARIA.
OBESIDAD 35-55% DE AUMENTO EN EL RIESGO DE INFARTO PARA -
AQUELLOS QUE TENGAN UN PESOS »>20% DEL PESO IDEAL.
—— J/

New Engl J med; 1992,21:1406-1416



1.2 FACTORES DE RIESGO. ] o 7
El tab;aquismo es directamente respohsable del 21% de la mortalidad
de - todas las enfermedades  cardiacas, ‘o cerca yde 115,000 muertes
anuales. La prevalencia del tabaquismo -es mayor en hombres que en
mujeres.
El hédbito de fumar ha demostrado que la incidencia de enfermedades
coronarias se ha incrementado mis del doble, asfi como la mortalidad
por enfermedad coronaria en un 70%. 7
La adiccién al tabaco también actla sinérgicamente con otros
factores de riesgo coronario, por ejemplo, las usuarias de
anticonceptivos oral.es tienen cuatro veces mas riesgo de infarto al
miocardio que las no usuvarias; pero las mujeres que fuman
prominentemente y usan ahticonceptivos orales tienen 39 veces mas
riesgo de infarto que las usuarias de estos farmacos exclusivamente.
El incremento del riesgo con la asociacién de fumar y diabetes,
hiperlipoproteinemia, hipertensién y otras m&s, también son algo m&s
que una suma de riesgos (26,43).
La reduccién estimada del riesgo de infarto asociado con dejar de
fumar es de un 50% a un 70% (43).
La investigacién bésica en cuanto a los niveles de colesterol
sérico, han mostrado una relacién estrecha entre los niveles de
colesterol sérico y el riesgo de enfermedad cardiaca. Esta ha sido
juzgada como «casual por varias instituciones de salud norte
americanas (26,43). Estudios recientes, indican que la reduccién del
1% de los niveles de colesterol total sérico abate de 2% a 3% el

riesgo de enfermedad coronaria, por el contrario un aumento en el



10% del colesterol B sérico aumenta un 21% él' x'iesgp'de‘muerte por
enfermedad coronaria(43).. ) » -

En la poblacién en general sin distinciones, los:niveles séricos de
colesterol y lipidos de baja dsnsidad (LBD)', estédn  determinados por
la dieta, ambiente exterlor 'y factores genéticos. (43).

" Los niveles de lipidos de Slta densidad (LAD) a diferencia de LBD y
colesterol total, son inversamente proporcional ‘al riesgo de
enfermedad coronaria. Un incremento del 11% en la concentracién
sérica de LAD disminuye en un 34% el riesgo en la incidencia de
enfermedad coronaria, independientemente de los niveles séricos de
LBD.

La reduccién estimada en el riesgo de infarto al miocardio es de 2%
a 3% por cada 1% de reducclén en los niveles séricos de
colesterol{43,57).

Estudios prospectivos, han demostrado que la presién sanguinea
elevada esta asociada con el riesgo de paro cardiaco, infarto al
miocardio y la rmortalidad relacionada a todas las causas
vasculares(43,57}.

El uso de farmacos antihipertensivos, bhan demostrado efectos
benéficos sobre la prevencién de paroc e infarto al miocardio. Con
esta terapia se ha demostrado que la disminucién de la presidn
diastélica reducida en promedio de 5 a & mmHg, reduce
significativamente la mortalidad dada por causas de tipo vascular;
en un 21% la incidencia de paro cardiaco, y la incidencia de infarto
al miocardio de un 14% a un 17% (43).

Aunque la mayoria de los estudios se han concentrade en la presién
diast6lica elevada, la presién sist6lica elevada es también un

fuerte previsor de enfermedad cardiovascular (43).



Antes de los 45 aflos, la hipertensidn sistélica esenc’ial,‘ es  poco
usual, y se incrementa marcadamente después de los 55 afos. Es méé
comin en mujeres que en hombres y afecta al 30% de aquellos entre 65
y 74 afos.

Aproximadamente la disminucién de 11.1 mmHg la presién sistélica y-
3.4 mmHg la presidén diastélica, disminuye 36% la incidencia de paro
y 27% la incidencia de infarto(43).

Por otre lado, se ha relacionade el estilo de vida sedentaria con
enfermedades coronarias, en donde se ha observado un efecto
protector llevando un vida fisicamente activa, variando en magnitud
de un 10% a un 50% (43,18). Un efecto importante de la vida
sedentaria es la c;besidad y una mala composicién corporal; por
ejemplo un nifio mexicano ve T.V. de 3 a Sh diarias, en ésto se ha
demostrado, que el volumen miximo de oxigeno {V02) es unoc de los mas
bajos (18).

Por otra parte se ha reportado que manteniendo una vida activa
aumenta en un 12% el V02 y reduce de un 35 a un 55% el riesgo de
infarto (43,18).

La obesidad estd4 relacionada como causa de diabetes mellitus,
hipertensién y alteraciones en el metabolismo de los lipidos (43).
Aunque en México la prevalencia de la obesidad no ha sido
establecida, informes preliminares indican que del 12 al 14% de los
hombres entre los 20 y 60 afios de edad son obesos, mientras que del
21 al 23% de las mujeres entre los 15 y 60 afios presentan esta
patologia (18). Este porcentaje elevado de obesidad que existe en
México, puede en un futuro representar un problema de salud, debido
a sus efectos "per se" y su asociacién con enfermedades

cardiovasculares,



Algunos autores han determinado que la reduccién estimada de riesgo
de infarto es de 35 a 55%, manteniendo un peso ideal comparado con
obesos (>20% del peso corporal ideal) (43,18}.
Al parecer, la diabetes acelera el desarrollo de factores de riesgo
que conducen al infarto, asi mismo esta enfermedad incrementa 1la
" tendencia a trombosis, neuropatia cardiaca y a la cardiomiopatia
diabética (26,43,47,57).
De alguna manera, los estrdgenos endégenos tienen un papel
importante en el bajo riesgo de enfermedad cardiaca obstructiva.
Puesto que la incidencia de infarto en mujeres aumenta en aquellas
post-menopdusicas, etapa en 1la cual la concentracién sérica de
estrégenos se ve sensiblemente abatida. La presencia de los
estrégenos tiene efectos favorables en los perfiles de lipidos,
reduciendo colesterol total y niveles de LBD y por lo tanto el
incremento de los niveles LAD. La disminucién de los estrdgenos
debidos a la menopausia aumentan en 44% el riesgo de infarto
(43,26} .
La edad, es un factor que influye marcadamente en la incidencia de
IAM. El indice es mayor en varones de 40 afios y en mujeres post-
menopdusicas. Sin embargo, se ha incrementade el numerc de reportes
que informan de la presencia creciente de IAM en personas jévenes y
la mayoria de ellas en la 3a década de la vida, donde ocurre muy
predominantemente en varones. Ademds, en este grupo de poblacién es
marcado el predominio de ocupacién de profesionistas y taxistas; con
esto es apreciable la relacién con los Ffactores emocionales, que no
han sido catalogados hasta el momento como una causa importante de

infarto agudo al miodcardic {26,43).



Se han relacionado factores genéticos, por. ejemplo, individuos con
antecedentes familiares de enfermedad vascular, se les ha encontrado
homocistinuria, la que es ahora . considerada como un factor
importante para desarrollar enfermedades arterosclerdticas, en donde

la -incidencia de infarto es mayor en jévenes (26).
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1.]3 PATOGENIA,
1.3.1 OCLUSION CORONARIA EN HUMANOC .

Como ya se ha mencionado, la oclusién coronaria pﬁéde c;currir como
consecuencia de la compleja interaccién:’ ﬁe lesiones
arteroscleréticas, vasoespamo y factores’ activadores plaquetarios
’ que crean las condiciones para formar trombos dentro de la arteria
coronaria({26,27). Ross* propuso la teoria de dafo-respuesta, ésta
representa la visién mas prevalente de la iniclacién de la
arteriosclerosis que conlleva a la oclusién coronaria responsable de
los sindromes isquémicos agudos. El dafio vascular y formacién de
trombos, son eventos clave en el origen y la progresién de los
sindromes coronarios agudos. Un daflo vascular minimo permite 1la
acumulacién de 1lipidos y monocitos (macréfagos) (26). La liberacién
de productos téxicos por los macrofagos permiten que el dano sea
progresive caracterizado por la adhesién de plagquetas. Las plaquetas
y los macréfagos en conjunto con el endotelic, pueden liberar varios
factores de crecimiento que inducen simultdneamente la migracién y
proliferacién de células musculares lisas; proceso que puede
contribuir a una lesién en la intima que desarrolle fibrosis o una
lesién 1lipidica. La lesién 1lipidica esta rodeada de una cépsula
delgada, que presenta dep6tsitos grasos en su interior, ya sea en
forma de miltiples gotas o ateroma (caracterizado por una gota};
puede ser fAcilmente dafada, permitiendo alteraciones mas profundas
con la formacién de trombos. Si los trombos son pequefios pueden
organizarse y contribuir al crecimiento de la placa
arterosclerética. Pero si éstos son grandes son oclusivos, y

contribuyen a los sindromes coronarios agudos tales como angina
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inestable, infarto al mioca:didv y mue¥te iséuémiéa stbita {ver
figura No 1.)(26,27,26). '

La progresién de lesiones arteroscleréticas tempranas a
manifestaciones clinicas, es mds répido en personas con factores de
riesgo coronario. En algunas placas la progresién es lenta y
probablemente la continuacidén de procesos biolégicos complejos
iniciados por el daflo crénico endotelial. Evidencias recientes
sugieren que seguido a fisuras minimas de la placa grasa o
arteromatosa, con la subsecuente formacién de trombos y organizacién
fibrética, eventualmente terminan en oclusién vascular (27}.

En si, no es la severidad de la lesién, la responsable del infarto,
sino, el dafio a la Elaca con la trombosis superimpuesta, o bién, a
la vasoconstriccién coronaria por liberacién de catecolaminas: que
son los determinantes primarics de la oclusién aguda en el

humano{26,27).
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1.312::DANO  ISQUEMICO.’

;E]V_f'gmrlg:j:o'xvxa iento normal del tejido cardiaco, estd constituido por
ell 5_Al;nce entre la demanda de oxfigeno y el aporte del mismo; que a
g sii’:fye‘z estavdeteminado por varios factores. Los tres factores més
": iﬁéﬁxténtes de la demanda de oxigeno son 1la contractibilidad
B miocérdica, ritmo cardiaco y tensién de pared muscular. El aporte de
oxigeno depende del flujo coronario, autorregulacién, tamafio vy
calibre de arterias coronarias, numerosas sustancias vasoactivas y
por Gltimo la presién diastélica (21,59) (figura No 2.).
Clasicamente, la suficiencia o insuficiencia coronaria se define en
términos del equilibrio entre aporte y demanda de oxigeno (figura No
3.}. El miocardio es un tejido eminentemente aerébico que no soporta
la menor deficiencia de oxigeno (21,57).

Una vez instalada 1la oclusién coronaria, bastan unos cuantos
sequndos para consumir el FAE necesario para la contraccién y el
sostenimiento de las funciones b&sicas de la célula. El metabolismo
aerdébico es notoriamente insuficiente para generar el FAE necesarilo,
de tal manera, que breve tiempo después del cese del suministro de
oxigeno, el miocito empieza a sufrir las consecuencias bioquimicas,
eléctricas, mecdnicas e histopatolégicas de la isquemia; asi como la
acumulacién de metabolitos de deshecho que tienen efectos dafinos
scbre la funeién y estructura del miocardio (54,55,63,67,72). En los
primeros segundos después de establecida la isquemia severa los
niveles de fosfato de alta energia (FAE) empiezan ha disminuir, en
los minutos siquientes el B80% o mas del creatininfosfato (CP)} se ha
consumido. Después de 15 minutos el 65% del FAE tisular y 55% del
total de los niveles de nucleétidos ha desaparecido. Transcurridos

40 minutos, el aporte de FAE es casi ceroc y la mayoria de las
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‘células“”en isqqe_mia severa son dafladas irreversiblemente y nho se
,recl{xperah ain-si el flujo es restaurado. La glucdlisis anaertbica es
g viituél&{xeﬁté'la Gnica fuente de FAE. Todo este proceso es estimulado

.~‘por;la libe!ééiénl local. de catecolaminas isquemia-inducido (24, 36,38,
67;73)

E:l cqlc:i@: es. un regulador crucial de la bioquimica y fisiologia del
chra‘zvén ‘y su . concentracidén intracelular es cuidadosamente mantenida
en un rango micromolar por diferentes sistemas de transporte, que
son ‘sensiblemente alterados por la disminucién de los niveles de FAE
d\‘.lrante la isquemia (75). Cualquier variacién que causa grandes
cambios en la concentracién de calcio intracelular, encamina a
disfuncién celular profunda y paro cardiaco {(39,54,55,59)(fig. No
4.). La acumulacidén de calcio a niveles altos, es indice de 1la
transicién entre dafo reversible a irreversible. si existe calcio
intracelular aumentado puede activar ATPasas, daflar mitocondrias,
activar fosfolipasas y proteasas, aumentar la prodvccién de
radicales libres, dispara la liberacién de catecolamlinas y estimula
la produccién de sustancias de deshecho. En conjunto su
manifestacién es 1la pérdida de volumen celular, rompimiento de 1la
membrana celular y gradientes iénicos (39). A nivel de mitocondria
se manifiesta como pérdida de sustratos o cofactores, inhibicién o
destruccién de la creatinincinasa y dafo de la integridad de 1la
mitocondria (35,39). Se evidencia la presencia de calcio
intramitocondrial y plasmalémico, consecuentemente se aumenta el
transporte de calcio en vez de la produccién FAE (39).

El miocardio sometido a periodos prolongados de ausencia de oxigeno
y sustratos, puederi suceder dos situaciones, una, hace al corazodn

susceptible a dafio severo cuando es expuesto a reperfusidén y en

15



. sequnda. las células dafiadas reversiblemente mantienen su és@:métura N

“ hinchan’

'pero‘ las células daﬁéda; irreversiblemente,’ se.
’e)éploéivamente’ con “'1a . formacién de ei}braé,i:os,,"Téﬁbfééz&}lénﬁéos,’
sarcbmeraé hipercontraidas. con bandas. de c‘orit'iaccién y déétZUCCién
de ‘membrana‘ plasméticé, ~permitiendo.la blibé’racién “de proteinas
‘citoplasmiticas solubles ‘al espacio extraﬁelular vy la entrada de
'calci:oriextrra'éelular arlr espacio citosol (27,28,32). Toda esta
i;nteraccibn compleja, ée dificulta mds con la respuesta celular al
dafio tisular desarrollado por los cambios circulatorios que por
definicidn ocurren en la 1lesién isquémia. Se anaden otras
alteraclones provocadas por ciertos componentes de la sangre, como
lc;s leucocitos polir;\orfonucleares (EMNs) que intensifican el grado
de lesi6én tisular y ademds se encargan de eliminar al tejide
necrosado por 1la isquemia. Al empezar la lesi6én de isquemia-
reperfusién (I/R), los neutré6filos sufren alteraciones funcionales y
bioquimicas capaces de producir dafo tisular. La presencia de
neutréfilos en dreas sometidas a la I/R, es el mecanismo primario de
dafio y remocién celular mas importante (68,72). Como respuesta al
fenémeno de I/R los PMNs se activan. Estos neutr6filos activados
liberan enzimas lisosémicas capaces de producir cambios
proteoliticos y dafio severo a los tejidos. Adem&s producen radicales
libres de oxigeno como perdxido de hidrégeno, el radical oxidrilo, y
superoxido. Estos son evidentes productores de las lesio}les en la
microvasculatura y el tejido muscular cardiaco. El tiempo critico al
que debe instalarse la reoxigenacién sin causar el dafo por
reperfusidn, ha sido definido de hasta una hora (12,52).

Por ultimo los PMNs y macréfagos degradan al tejido necrosado.

Seguido al dafio agudo los miocitos viables se desinsertan de las

16



uniones intercalares de los miocitos irreversiblemente dafiados
perdiendo el anclaje necesario para la transmisién efectiva de la
fuerza contractil (68.71). Durante el proceso de restauracién, los
miocitos en el borde de la lesién se anclan al tejido conectivo de
cicatrizacién que se formd desde la eliminacién del tejido muerto,
restableciendo la integridad estructural en un intento de restaurar

en algin grado la eficiencia contractil (71,76).
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1.3.3. Consideracidnes Fisiopatolégicas.

‘Las determinantes mas importantes del progreso clinico sequido a un
IAM 'son la expansién y la extensién del infarto. Expansién es la
dilatacién de la 2zona de infarto y adelgazamiento regional
. desproporcionado, permanente y compuesto, que se ve dentro de las
primeras 24h seguidas al episodio agudo del infarto (figura 5). Esta
distorsién regional en la forma del ventriculo izquierdo tiene gran
importancia debido a que tiene consecuencias inmediatas en la
estructura general cardiaca y su funcién. También porque permite
eventos tardios adversos estructurales, electrofisiolégicos vy
hemodinédmicos. Estudios previos para examinar el mecanismo de
dilatacién ventricular, han sugerido por lo menos dos tipos de
cambios celulares que pueden explicar los cambios en la arquitectura
del miocardio; 1) hipertrofia de los miocitos por la adici6tn de
sarcémeras en series, como la principal causa de la elongacién y
alargamiento estructural. 2) El rearreglo de los miocitos, que puede
ocurrir en paquetes celulares que se deslizan y separan sin alterar
las células individuales o alterar la dimensién celular individual.
Por estudios histopatolédgicos en humanos v en modelos
experimentales, se ha demostrado que son los gque mas contribuyen en
la expansién del infarto. Otros fenémenos como, estrechamiento
celular y adelgazamiento del espacio intercelular, «nicamente
ocurren dentro de la regidn del infarto y contribuye escasamente en

el adelgazamiento de la pared ventricular (31,65,66).

A diferencia de la expansién del infarto, la extensién del infarto
representa la necrosis miocérdica de novo seguida al infarto agudo

al miocardio (Figura No 5.). Mientras que la expansién causa un
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en’ tamaﬂo ‘funcional. de ‘un infarto. por el incremento en

la longitud del seqmento, sin incrementar la masa en general del

'infarto, 1a extensibn resulta en un verdadero incremento de la masa

total devtejido infartado. Como la expansién del infarto, 1la

extensién esta asociada con incrementos inmediatos y a largo plazo

"'en' 1§'morbilidad Y la mortalidad (31,65,66).

La't‘:antidéd inicial de necrosis y la posterior extensién dependen de
factores tanto anatémicos como fisiol6gicos, un ejemplo es el aporte
de oxigenoc durante el infarto, gasto cardiaco, flujo colateral,
ubicacién anatémica, arteria ocluida, respuesta celular al dafo,
reflujo, etc... El .fenémeno de la extensi6én ocurre dentro de las
primeras 24h de instalado el infarto pero aun asi se ha reportado
que su perfodo de duracién alcanza hasta 17 dias {31). En estudios
histopatolégicos realizados por Hutchins y col., han definido que la
importancia en la diferencia de estos dos fenbmenos radica en la
implicacién clinica y la frecuencia con la que se presentan. La
extensién del infarto es un evento poco frecuente, y la cantidad y
ubicacién del tejido involucrado son generalmente insuficientes para
comprometer la funcién cardiaca. En contraste estos autores hayaron,
que la complicacién mas comin fué la expansién del infarto y puede
causar serios problemas al producir disfuncién cardfaca a través de

la dilatacién ventricular (65,66).

No se trata de minimizar 1la importancia de la extensién del infarto
que clisicamente se entiende como una determinante de corto y larga
plazo de 1la sobrevida del paclente infartado. Sino mds bien,
farmacolégicamente en la clinica poco se puede hacer por disminuir

la extensidn, puesto que la expansién del infarto es efectivamente
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manejada por métodos -quirtirgicos. Es evidente que de  estas
_conclusiones se deja ver la creclente necesidad de desarrollar
nuevos farmacos o terapias encaminadas ha disminuir el 4rea del

tejido necrosado que seé genera durante el infarto agudo al miocardio
(641,
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1.4) TRASCENDENCIA.

Los enfermos de infarto al miocardio pueden seguir uno de diversos
caminos. Uno de elles puede ser sin complicaciones, la
sintomatologia reduce poco a poco y se logra una curacién
progresiva; o bien puede ser dominada por uno o los dos tipos- de
secuelas: trastornos eléctricos o fracasos mecénicos. Los trastornos
de frecuencia, ritmo o conduccién cardiaca son tan frecuentes que
practicamente forman parte de todo el proceso. Las arritmias se han
observado hasta en el 90% de pacientes vigilados (56). Al inicio son
comunes y entre un 30 a 50% responsables de las muertes tempranas, o
sea dentro de las primeras horas de instalado el infarto. De donde
podemos decir que las m&s frecuentes son extrasistoles ventriculares
y auriculares, taquicardia y bradicardia sinusales. De éstas las
mortales son el bloqueo cardiaco completo, la fibrilacién
ventricular y la taquicardia ventricular (9,13,40,44,48).

Con arritmias o sin ellas, el cuadro clinico puede estar dominado
por el comienzo de la insuficiencia de 1la funcién mecénica,
manifestado como insuficiencia cardiaca congestiva. Cierto grado de
insuficliencia ventricular izquierda acompafia invariablemente a casi
todo infarte agudo al miocardio, inclusive cuando no hay
manifestaciones clinicas. Estudios cuidadosos, demuestran congestién
vascular pulmonar y trasudacién hacia el espacio intersticial. En
mis del 60% de los pacientes se manifiesta insuficiencia cardiaca
congestiva, pero puede ser pasajera.

La insuficiencia aguda del ventrfcule izquierdo significa no sélo
congestién pulmonar, sino también disminucién del gasto cardiaco.
Cuando ésta infartado més del 40% del ventricule izquierdo se

produce una intensa disminucién del gasto cardiaco, lo que
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constituye Ael chogque cardiégeno (ver figura No' 6.). Esto ocurre
aproximadamente en 12% de los pacientes infartados.- El comienzo del
choque cardiogénico tiene singular importancia, ya que B0% de los
individuos que lo sufren no sobreviven.  Cuande coiﬁciden edema
pulmonar y choque cardiogénico el - panorama es  précticamente
" desalentador (41,44,18). : '

Las complicaciones tardias del infarto al miocardio son, la ruptura
de la porcién infartada del corazén, «que tiene lugar la semana
siguiente al infarto; la ruptura de un misculo papilar, causa de una
grave insuficiencia mitral, con soplo intenso; el desarrollo de un
aneurisma ventricular en el punto de cicatrizacién, diversos
fendémenos tromboembSlicos que pueden originarse por trombos murales
dentro del corazén.

El prondstico global del paciente con infarto, es de una mortalidad
del 10% durante el primer mes de hospitalizacién, si éste llega al
hospital a tiempo. El peligro de muerte en un principio es el méximo
pero con cada dia que pasa disminuye r&pidamente. Durante los seis
meses seguidos la mortalidad aproximada es de 9%, luego disminuye en
una cifra anual de 3 a 4% para los cuatroc o cinco aflos siguientes.
Tiene importancia critica para la evolucién del paciente infartado,
el grado de disfuncién del ventriculo izquierdo. Esta disfuhcién
depende del tipo de infarto presente, como consecuencia la arteria
coronaria ocluida; ademds de la extensiédn del mismo. La severidad
del infarto transmural es el mis frecuente y mortal, depende del
lecho coronario ocluido (ver tabla No 2.), en donde la oclusién
total de 1la arteria corxonaria izquierda descendente anterior,
produce infartos de 40 a 50% de la pared anterior del ventricule

izquierdo y dos tercios del tabique interventricular apreciandose
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infartos menores en las arterias coronarias derecha y circunfleja
izquierda {42).

Con las intervenciones farmacolégicas agudas y a largo plazo, es
prometedor el prondstico de estos paéientes én su‘mejoramienfov.En

la seccién siguiente, revisaremos alqunos de ellos.
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TABLA No. 2
Infarto Segln Arteria Coronaria Ocluida

ARTERIA OCLUIDA % DE INFARTO EXTENSION h
DESCENDENTE ANTERIOR 40 A 50% Pared anterior del ventriculo izquierdo
1ZQUIERDA 2/3 anteriores de septo interventricular
ARTERIA CORONARIA 30 A 40% Pared posterior del ventriculo izquierdo
DERECHA 1/3 de tabique interventricular
- ARTERIA CIRCUNFLEJA 15 A 20% Pared lateral del ventriculo izquierdo y

Tomado de Am. Heart j.:18:747, 1985.



1.5 )- FARMACOLOGIA EN EL INFARTO AL MIOCARDIO.

Una gran variedad de agentes farmacolédgicos han sido estudiados en
un  intento de reducir el tamafio del infarto, incluyendo beta-
bloqueadores, nitratos, hialuronidasa, calcio antagonistas y agentes
t::rombolltir:os entre otrog. Estos farmacos experimentalmente han
demostrado grandes propiedades en este padecimiento
cardiovascular(10,13,16,45,51). La investigacién en los ultimos 50
afios, se ha concentrado en la limitacién de la isquemia siguiendo la
hipétesis propuesta sobre los agentes que incrementan la isquemia
y/o la angina pectoris también incrementan o aceleran el infarto al
miocardic e inversamente los agentes que disminuyen la isquemia
limitan el tamaflo del infarto o retardan el proceso de infarto (65).
Los datos disponibles sugieren que en animales de experimentacién,
el grado de reduccién del infarto es el que se altera; la reduccién
absoluta del tamado del infarto requiere de la restauracién del
flujo sangufneo (14,52,65,69)). Probablemente, la situacién en el
hombre es algo diferente porque en el los infartos estdn rodeados
por &reas de miocardio con una perfusién y oclusién coronaria
heterogénea. Lo que hace que se produzca el fenémeno conocide como
frente de onda, que indica en términos sencillos que la necrosis
tisular del miocardic no es un proceso sincronizado, sino que las
células mueren a diferentes tiempos y hace al miocardio susceptible
de ser intervenido farmacolégicamente, en un intento por rescatar el
tejido viable a pesar de la inminente necrosis del A&rea (52,65).
Esto es ma&s que suficiente para lograr la limitacién de 1las
dimensiones del infarto por agentes bloqueadores beta-adrenérgicos,
calcio antagonistaé y otros farmacos (65,52) . Es importante

mencionar que los mejores avances, tales como la estreptocinasa,
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factor activador del plasminégeno y revascularizacién quinirqica han
‘hecho de la restauracién de la perfusién una reali ad (12 14 52). :

Fntevas técnicas para

Estos. avances justifican la - bisqueda.- vde

'r'e't:'z:asar el proceso del infarto, ""prixqero_'exi .' ammales Y.

‘posteriomente en el humano (16,65). :
Cuande se utilizan modelos animales los resultados indican que 1las
intervenciones pueden reducir la demanda de oxigeno o bién aumentar
el aporte del mismo, incrementar el transporte de sustratos para la
produccién de energia dentro del. tejidé isquémico y protegerlo de
procesos autoliticos o heterpliticog. Con esto se puede salvar el
tejido isquémico. Actualmente algunos de estos tratamientos se usan

en la clinica (ver tabla No 3,) (13).

1.5.1 CALCIO ANTAGONISTAS

Estos agentes son aceptados por atenuar la isquemia del miocardio
cuando ésta se presenta como angina pectoris. Dos de los tres
bloqueadores de los canales de calcio, mids empleados, son la
nifedipina y el verapamil, los que han demostrado reducir el tamafio
del infarto en animales experimentacién (16,21,53,55,59).

En estudios m&s recientes, se ha observado que la nifedipina y el
verapamil son capaces de alcanzar una limitacién sostenida del
tamanio del infarto (con tincién de azul de tetrazolio y por el
anidlisis autoradiogrifico de la zona de riesgo con microesferas), en
modelo experimental en perro con 24h de oclusién coronaria a térax
cerrado (33,38,39,40). Sin embargo, veinticuatro horas es atn tiempo
insuficiente para que se desarrolle flujo coronario significativo.
En estudios con corazones aislados, la nifedipina ha mostrado

efectos cardioprotectores contra las consecuencias negativas del
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metabolismO"isduémico (21)." Pero. en' otros - estudios, los. efectos
benéficos no 'sé pudieron duplicar cuando se  administré despuds de
dos 5 fhdl:aé :"de‘ reperfusién. Falld en~ inducir una reduccién

'sighificativa “en'el’ tamaio™ final del infarto. A pesar de esto,

.algunos .reportes contindan sugiriéndo que la nifedipina es eficiente

“en”él‘ tratamiento de infarto agudo al miocardio en animales y en
humanos (51). Sin embargo, su uso en estos ultimos afos, no han dado
resultados convincentes, incluso en algunos pacientes se ha
reportado hasta infarto agudizado por estos agentes (51).

En un estudio, de doble ciego, control placebo, para el tratamiento
de pacientes con amenaza de infarto. La nifedipina no pudo prevenir
la progresién de la amenaza de infarto al estadio agudo, menos
limitar la extensidén del infaxzto en aquellos que lo desarrollaron.
En cambio hubo un incremento estadisticamente significative en 1la
taza de mortalidad en un grupc de pacientes que recibieron al azar
el tratamiento con nifedipina (21).

De igual forma en un estudio multicéntrice en Noruega, con 277
pacientes, el tratamiento temprano con nifedipina a aquellos
pacientes con IAM fallé al no reducir las dimensiones del
infarto{21).

Es cierto, que con el advenimiento de los calcio antagonistas se
tiene una eficiente herramienta en la farmacologia de la terapia
cardiovascular. Los tres grupos mis importantes de bloqueadores de
calcio difieren en su mecanismo especifico de accién. Estos grupos
incluyen las difenilalquilaminas, de estas verapamil ha sido
aprobado para su uso en los Estado Unidos; benzotiazepinas, como por
ejemplo el comercialmente disponible diltiazem; Y las

dihidropiridinas, donde nifedipina es la Unica droga aceptada por la
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adri\inistracién'de &rogaé Yy éliniéptoéy debiios' Estados Unidos (FDA). En
si‘ una gran canti‘.dad“. de' calcio 'ant;gonistas se encuentran en
. diferentes etapas de ekﬁerimentééién. Férmacos como la nitrendipina,
nisoldipina, niludipina, nimodipina, felodipina y rysodina; en el
caso particulaf de nicardipina se encuentra en la ultima etapa de. su
experimentacién y es posible encontrarla en el mercado (21,51). El
verapamil y los agentes relacionados son especialmente efectivos en
los canales que tienen altas frecuencias de apertura y cerrado,
patrén que se aprecia en el sinus y nodos atrioventriculares, de ahf
la:utilidad de este agente contra las arritmias supraventriculares.
El féarmaco diltiazem tiene acciones propias de los de las
difenilalquilaminas y es equipotencial para bloquear los canales de
calecio de misculo liso y cardiaco {19). Las dihidropiridinas por su
potencia vasodilatadora, por ejemplo, inhibe efectivamente los
canales de calcio de musculo liso de vasos y arterias (60) (ver
Tabla No 4.).

Estos agentes, las dihidropridinas son los vasodilatadores més
potentes y su uso en la clinica es muy importante, entre ellos
nifedipina. Los calacio antagonistas pueden incrementar el flujo
colateral coronario, disminuyen la resistencia periférica arterial,
reducen la contractilidad miocirdica y el consumo de oxigeno, ademis
ejercen influencia en los compartimientos de calcio durante 1la
isquemia y la reperfusiébn (21,46). Estos factores pueden preservar
los almacenes de energia en los miocitos. Ademds, alteran los
compartimientos de calcio durante la isquemia o la reperfusién (46).
Disminuyen la disponibilidad del calcio intracelular, reduciendo las
corrientes de calcio idnieo a la célula cardiaca y al miscule liso

vascular (39). Alqunos calcio antagonistas actitan mis estimulando
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el ‘almacenamiento de este en sitios inactivos o por aumentar la
excrecién celular de calcio 1iénico. En general, el mecanismo de
estos agentes involucra la interferencia de los sitios
intracelulares de almacenamiento de éste, como sucede en el misculo
cardiaco, o bien, ®l bloqueo de la entrada de calcio del espacio
""extracelular hacia el interior de la célula, en el caso del misculo
liso vascular (19,38,58,70). La interferencia, blogqueo o ambos son
generados por 1la interaccién de los calcio antagonistas con los
sitios celulares especificos de unién, que estdn ubicados en los
canales de calcio (73).

El transporte de calcio en el miocardio y misculo 1liso vascular
involucra tres sitios posibles (Fig No. 7). Una via, que es el canal
dependiente de voltaje, que es controlado por una “puerta" que se
abre y cierra de acuerdo a un gradiente de voltaje. Este canal esté
presente en todas los tipos células musculares (lisas, cardiacas y
esqueléticas), en células nerviosas (centrales y periféricas) y
muchas células secretoras (37).

Las corrientes de calcio al interior de la célula, dependientes del
canal operado por voltaje, se agrupan en cuatro tipos de acuerdo a
sus propiedades electrofisiolégicas y sensibilidad a férmacos y
toxinas (ver tabla No 5.)(70).

La corriente tipe "L", 1llamada asi por su larga duracién de
apertura, desempeila una importante funcién en el acoplaniento de la
excitacién y contraccidén en todas las células musculares y son
sensibles a los calcio antagonistas. La funcién de las corrientes
tipo-L, han sido plenamente caracterizadas en misculo cardiaco. En
donde esta corriente permite el paso de calcio extracelular al

citosol. Este es el "gatillo de calcio"” que causa la liberacién de
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este i6n almacenado en los‘ depbsitos iyntraceiulares. De esta manera,
la contraccién cardiaca depénde del‘”"gatillo" antes mencionado y por
supuesto de la corriente tipo-L.: Esta corriente es especificamente
bloqueada por los calcio-antagoni;f:as.’ Estos fdrmacos, cierran la
puerta y asi inhiben' la ‘entrada.de ‘éalcio extracelular por este
canal, lo que- reduce.la disponibilidad.de calcio para los procesos
contractiles (16,21,37,55).

El canal receptor-operado, némalmenté es activadoy por los élfa—
agonistas como norepinefrina, angioténsina y oOtras sustancias
endogenas. Cuando este canal se abre, por la interaccién con el
agonista alfa, el calcio extracelular entra, a Ppesar de q'uémunar
proporcién del calc.io puede venir de los sitics de almacenamiento
cuando el canal receptor-operado se ha activade. Los calcio
antagonistas, actian predominantemente en los canales voltaje
dependiente, no obstante, por lo menos alguno de estos agentes puede
interactuar con los canales receptor dependientes, por que pueden
bloquear competitivamente los receptores alfa y por lo tanto los
efectos de norepinefrina (37).

El tercer camino de transporte de calcio depende del intercambio
sodio-caleio (21). Este mecanismo, involucra un acarreador que puede
" unir tanto una molécula de calcio iénico como dos o tres moléculas
de sodio idnico, adem&s es capaz de mover ambos cationes a través de
la membrana plasmdtica (ver figura No 7). Este canal es muy
importante en términos de glucdsidos cardiacos, pero probablemente
no sea muy relevante en cuanto a calcio~bloqueadores se refiere.

El intercambio sodio~calcio, que representa el mecanismo mis
importante de excrecién de calcio del miocito, 1la membrana

plasmdtica cardiaca contiene una bomba de calcio trifosfato de
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adenosina " (ATP)-dependiente, que une directamente la liberacién de
enerqi“a qﬁimica‘ ‘del” ATP al transporte activo de calcio. De esta
‘mén"era,‘ ia 'ef'ect:ividad de 'los blcqu.eadcres de calcio radica en su
habilidad de ydbatruir'la'entrada de calcio iénico a las células
‘_ mirlsculére_s‘caxjd:_L_arcas y. lisas, que en combinacién con los sistemas
i ééil!l;a;es de éxctecién de calcio, permite tener niveles bajos de
.e.ste mensajero crucial (37). La obstruccién de calcio, impide que
a;éance los sitlios en. donde las células pueden inicilar o regular

procesos clave (63},

Estudiogs realizados en los ultimos afios, han aumentado nuestro
entendimiento de la farmacologia de los blequeadores del canal lento
de calcio. De sus efectos el m&s Importante es el inotrépico
negativo, a dosis moderadas no implica ningtin problema, y es posible
su . combinacién con otros farmacos como los beta-bloqueadoxres

(12,60).
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TABLA No. 3
FARMACOLOGIA DEL INFARTO

ATRPADORES OE RAD. UBRES \

CALCIO ANTAGONISTAS | TROMBOUTICOS NITRATOS BETA-BLOQUEADORES ANTINFLAMATORIOS

NIFEDIPINA * ESTREPTACINASA * NITROGLICERINA » PROPRANOLOL AC. ACETIL SALICILICO MOPURINOL =

VERAPAMIL UROCINASA = NITAOPRUSIDA = ATENOLOL INDOMETACINA CATALASA o~

DILTIAZEM ™ PLASWINOGEND ACTIVADOR™ HETOPROLOL IEUPROFEN WANTOL >~

NITRENDIPINA PRACTOLOL PIROXCAM SUPERGXIDO DISMUTASA
\N]SOLDWINA /

* FARMACOS UTILIZADOS EN CLINICA
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TABLA 4
GRUPOS DE BLOQUEADORES DE CALCIO

MAS IMPORTANTES

GRUPO EJEMPLO MECANISMO
DIHIDROPIRIDINAS NIFEDIPINA VASODILATADORES POTENTES, BLOQUEAN CANALES DE
MUSCULO LISO DE VASOS Y ARTERIAS
BENZOQTIAZEPINAS DILTIAZEM EQUIPOTENCIAL EN EL BLOQUEO DE CANALES DE MUSCULO
LISO Y CARDIACO
DIFENILALQUILAMINAS VERAPAMIL BLOQUEAN CANALES DE ALTA FRECUENCIA DE APERTURA

Y CERRADO, COMO NODO Y SINUS ATRIOVENTRICULARES




TABLA No. 5

TIPOS DE CORRIENTES DE CALCIO.

TIPO DE CORRIENTE

LOCALIZACION

CARACTERISTICAS .

TIPO-L

TIPO-T

6e

TIPO-N

TIPO-P

L

TODAS LAS CELULAS, INCLUYENDO
NERVIOSAS Y SECRETORAS

EN EL NODO SINOATRIAL Y CEL.
DE PURKINJE

UNICAMENTE EN CEL. NERVIOSAS

CEL. DE PURKINJE CEREBELOSAS

ALTO UMBRAL DE EXCITACION
INACTIVACION LENTA

BAJO UMBRAL DE EXCITACION
BAJA CONDUCTANCIA

ALTO UMBRAL DE EXCITACION
INACTIVACION RAPIDA

AUN EN ESTUDIO J

HYPERTENSION; 19:19 (19-24),1992,
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l.é ANALISIS MORFOLOGICO DEL INFARTO.

S{ se acepta que el total es mayor que la suma de sus partes, cada
ser humants es en esencia un cfmulo de células fascinante y
hébilmente complicado. La salud del individuo depende de que haya
células sanas. Por otra parte, la enfermedad indica disfuncién de un
nimerc importante de las mismas. En consecuencia, es necesario
iniciar el estudio de la patologfa con el de la enfermedad a nivel
celular y subcelular (2,3,4,5,6,7).

La ¢élula normal, es un microcosmos dindmico gque modifica
constantemente su estructura y funcién en respuesta a demandas
cambiantes. Hasta que estas se hacen demasiado intensas, la célula
tiende a conservar (m rango relativamente estrecho de estructura y
funcién, designado como “"normal". Asi como el individuo ha de
adaptarse a las demandas de 1la vida en cambios constantes, asi lo
hace la célula (4,5).

Dentro de cjertog 1limites, 1la adaptacién celular sufre una
alteracién estable, lo que preserva la salud a pesar del cambio
continuo. No obstante, si se exceden los limites de la capacidad
adaptativa, Be origina lesién o ailn muerte celular. En respuesta al
escrés creciente la célula puede 1) adaptarse, 2) lesionarse de modo
revergible o 3) morir. La célula normal, la célula adaptada, la
lesionada y la que presenta lesidén irreversible o la que estd
muerta, son estadios vagamente delimitados por un continuo de
funcién y estructura. A pesar de 1los complicados métodos de
investigacidén morfolégica y bioquimica, adn es diffcil definir los
l{mites entre esos cambios, y los puntos de referencia mediante los
cuales pueda distinguirse a la cé&lula que estd bajo tensidn intensa,

y es normal, de la que ha sido lesicnada; son de todo muy variables
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Yy dependen de la naturaleza del tejido. Lo mismo sucede para
diferenciar a la célula lesionada, pero atin viable, de aquella con

una lesién mortal (2,8,6,7).
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1.7 ANTECEDENTES

En-el afic ,:cvie 1989, se 'reporté la evolucidn temporal del tamafio del
: inf;rto V.y. lc;s; 'evfecta'sr qﬁé una serie de farmacos producen sobre éste
fenémeno.VSe‘coh\p/aré la evolucién natural del infarto de las 4 horas
"hasryta:‘las 96. ﬁoras, contra la evolucién del infarto con el previo
tratamiento. de propranolol, nifedipina, dexametasona y ropitoina, en
el‘ modelo de oclusién coronaria en rata. Determinandose el tamafio
del infarto por técnicas de tincién vital. En este trabajo se
confirmé las notorias cualidades del propranolol para disminuir el
tamaflo del infarto, asi como 1las peculiares propiedades de la
nifedipina para alterar dicha variable y el resultado de una nuevo
compuesto en etapa de experimentacién, conocida en ese entonces como
TR-2985, hoy en dia, ropitoina. Este agente mostrd propiedades muy
superiores al propranolol (fiarmaco que se empled como primera
eleccién en el tratamiento del infarto hace unos 10 afios}, lo que, en
vez, de aclarar muchas dudas generd miles. Esto creé la necesidad de
desarrollar mias estudios para entender el mecanismo de accién de este
compuesto. En efecto, una vez comprobada la accién de una droga es
necesario establecer el mecanismo de accion, para ello es
imprescindible iniciar los estudios necesarios a nivel celular y
subcelular. Esto trae consigo la tarea titanica de estudiar a nivel
celular no sélo los efectos de ésta droga, sino también, los del
propranolol y la nifedipina, de las cuales tampoco existen estudios
sobre el infarto y estos agentes a nivel celular y subcelular (26).
En el Seccibén de Farmacologia de la Facultad de Estudios Superiores
de Cuautitldn UNAM, se establecid la linea de investigacién sobre la

farmacologia del infarto agude al miocardio, con la finalidad de
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gstablecer a 1é;gc plazo' la terapia cardioprotectora mas eficaz
contra los efectoé noéivos de la isquemia aguda en el micardio.

De t:al_ manera que el presente trabajo sélo representa el inicio de lo
que Séré:una gran serie de -estudios. En los cuales, con la misma
preurxisra y criterios se buscard completar la investigacién hasta las
. 96 horas post-infarto. Con esto se espera, que el lector comparta la

perspectiva .que ofrecen los resultados de la presente tesis.
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1. 8 PLANTEAMIENTO VDEL PROELEMA

Como el rescat. del tejido isquémico requiere que el flujo residual

g se, 1ncr_:eme te, "y ésto"se puede lograr por procedimientos quirtrgicos,
anéioblastiﬁ’, "f.?.b‘xiné‘li‘sis o bién, por farmacos que alteren la
pr’esié;{ de'perfusibn o diimetro de vasos coronarios, y en el ultimo
de los.casos esperar a la formacién de nuevo .flujo colateral. Este
proceso, es el contribuyente mas importante para el rescate del
tejido isquémico, pero desgraciadamente el tiempo necesario para que
esto suceda requiere de dos o mds dias (14,65).

Se necesita que la estrategia farmacoldgica busque retardar el ritmo
de desarrollo del dafio celular para permitir al momento que ocurra la
revascularizacién na.tural, se encuentre el tejido cardiaco isquémico
en condiciones reversibles (14).

A nivel experimental, la nifedipina (dihidropiridina}, ha mostrado
propidades capaces de disminuir el tamafio del infarto, a pesar, gque
en la clinica no ha dado buenos resultados (21). Sin embargo, el
efecto de la nifedipina sobre el tamafio del infarto, se considera que
es debido de manera importante a su modo de accién mis que a su
mecanismo (19). Estudios recientes, confirman cada vez m&s que el
bloqueo de los canales de calcio para disminuir el tamaflo del
infarto, no sélo se efectia en misculo liso vascular (sobre el que
mas actua), sino también, en misculo estriado cardiaco (en menor
grado), en donde ofrece grandes perspectivas. Esto plantea la
necesidad de estudiar en mGsculo cardiaco el mecanismo de accién de
este agente. Debido a que cada dia se desarrollan férmacos huevos,
con la finalidad de retardar el proceso del infarto, y en su gran
mayoria derivados de alguna variedad de bloqueador de

calcio(19,21,65).

45



Toda :investigacién, que pretenda  aportar evidencias ﬁtiles para.’
di‘lubcig:la’r e‘ll. mecanismo.de accién de algin farmaco, debe iniciarse por
el estudio 'Ee'iulyax: y subcelular, de los fenémenos producidos por.la

adninistracién de éste (6,7).
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2. OBJETIVOS

1. USAR A LA RATA COMO MODELO EXPERIMENTAL PARA PROVOCAR EL INFARTO
MIOCARDICO MEDIANTE LA OCLUSION DE LA ARTERIA DESCENDENTE ANTERIOR*
IZQUIERDA.

2, ANALIZAR BL DARC TISULAR Y CELULAR PROVOCADO POR LA OCLUSION
CORONARIA MEDIANTE UN ESTUDIO CUALITATIVO A NIVEL DE MICROSCOPIA
OPTICA Y SEMICUANTITATIVO A NIVEL DE MICROSCOPIAR ELECTRONICA DE
TRANSMISION (MET).

3. ANALIZAR LOS EFECTOS QUE PROVOCA LA NIFEDIPINA SOBRE LOS CAMBIOS
ULTRAESTRUCTURALES POSTERIORES A LA OCLUSION CORONARIA, MEDIANTE LAS
TECNICAS DE M.0. Y M.E,T,
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3. MATERTALES Y. METODOS .

3.1 MATRRIAL.
f3.1i1}f§eac;ivo§ y ‘Soluciones.
. '-Efer'étilico.
soluc;én sélina fisioldégica (SSF}.
-Agua destilada.
~Buffer de fosfatos 0.2M a pH de 7.2.
-Propilenglicol.
-Nifedipina (Bayer).
~Glutaraldehido al 2%.
Tetréxido de osmio al 1%,
~Alcohol etilico al 40, 50, 60, 70, B8O y 90%.
—Alcohol etilico absoluto.
-0Oxido de propileno.
-Resina Epon 812 constituida de:
a) Resina base B812.
b} Anhidrido dodecenil succinico (DDSA).

c) Anhidrido de metil nadic (NMA).

d

Tridimetil amino metil fenol (PMP 30)
solucién acuosa saturada de Uranilo de Watson.
solucién de nitrato de Plomo de Reynolds.
~Acetona.

~Formol 10%

-Parafina

~Benceno
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3.1.2; Apéiétos y Equipo.
-Equipo de venoclisis con punzocat No. 2.
-Bafio Maria.
-Mezclador espiral de Teflén de Talboys.
-Cémara de vacio. )
~Parrilla eléctrica Termolyne.
-Horno de Polimerizacién Reichert-Jung KT100.
-Microséopio estereoscépico Karl Zeiss.
-Piramitén Reichert-Jung TM60,
-Ultramicrotomo Reichert-Jung Ultracut E,.
-Ultramicrotomo Ultrome IITI 8800 LKB Bromma.
-Sonicador Ultrasonic cleaner Cole-Parmer.
-Ultracentrifuga Beckman Microfuge E.
-Microscopio Optico Zeiss.
~Microscopio de Contraste de fase Karl Zeiss.
-Microscopio Electrénico de Transmisién (MET) Jeol
JEM 100S.
-Amplificador Fotogr&fico Beseler Dichro 45,
—-Secador eléctrico de fotografias Flipper f 18b,
-Plancha eléctrica de fotografias Dry Mounting
Lamiting Press Seal Jumbo 168M.
-Histokinette American Optical Tipo-7326
=Microtomo American Optical Tipo-820
-Material de vidrieria.
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~“Hilo Nylon.

~Estuche de d1595016" para especies pequenas.
~Sutura ‘de. Seda 0000 Backton—Dickinson.’*;

-Aguja atraumdtico No 2.

~Lémpara eléctrica.

~Navajas de Doble filo

~Moldes para polimerizacién de resina.
—Cuchillas de vidrio.

~Rejillas de cobre.

—Pinzas de relojere No. 5.

-Filtro Milipore Swinnex-25,

~Pelicula Kodak Plus-X Pan 35mm.

—-Papel Fotogr&fico Kodabrome II RC Kodak.

Material Bioldgico.

-12 Ratas Wistar Macho de 8 a 10 semanas de edad con un

peso de 250 a 300 g.

50



3.2. METODOS

3.2.1. Distribucién de Lotes.

Las ‘ratas se distribuyeron en trés q;upos: 1). 4 ratas sin cirugia
para establecer las caracteristicas’ dei tejido cardiaco sano y
eliminar todo posible artefacto gene:add, box: la manipulacién; 2} 4
ratas que se les administré 30 min. ‘antes de.la cirugia, Unicamente
vehiculo de fé&rmaco (propilenglicol:SSF 1:2), para tener control
infartado y de referencia; 3) 4 ratas que 30 min antes de la cirugia

se les administré nifedipina (5mcg/kg delpeso), como grupo tratado.

3.2.2. Ligadura Experimental en Rata.

En 12 ratas wistaJ.: de los lotes 2 y 3, previa anestesia por
inhalacién de éter etilico, se realizd una incisién en el costado
izquierdo entre el 4° y 5° espacio intercostal. Se expusé la masa
cardiaca y a 2mm del origen de la arteria coronaria ADI se practicé
la ligadura permanente, con sutura de seda 0000 (Beckton-Dickinson).
‘Inmediat:amente después de regresar la viscera a su sitio, se suturs
con hilo nylon y aguja atraumitica, los masculos intercostales para
reestablecer lo antes posible la presién negativa de la cémara
tordcica y posteriormente se suturd piel. Dejandose por un periodo

de 4h post-oclusién (fig No 8.}.

3.2.3. Procedimiento de Perfusién y Fijacién para MET.

En todas las ratas, cumplidas las 4 h post-oclusién, previa
anestesia, se realizé toracotomia total para la exposicién completa
del corazén. Se introdujo un catéter del No 12. en el ventriculo
izquierdo via la aorta y se abrié un ojal en el atrio derecho para

establecer un sistema de drenaje aprovechando el latido propio del
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mﬁyscuie cardiaco. Al mismo tiempo que se hizo pasar solucién PBS pH
7.2. ‘BEn cuanto se perfundié el corazén, se puso en circulacién una
sqiucién fijadora de glutaraldehido al 2%.

“.-Los . corazones - fueron disecados, extraidos, y - mediante- cortes

Cransvérsales hechos aproximadamente cada  5mm, se obtuvieron 7

":rebanadas, las que se identificaron come 2-1, 2Z-2 hasta 2-7;
‘aAsi'gnar‘idose en todos los casos al 4pice come 2-1. Tal como se
observa en la figura No 9.

La zona'4 y 5 se destinaron para microscopia éptica y se les dié un
tratamiento diferente. E1l 4pice o bién %-1, fué seccionado
nuevamente en cubos de aproximadamente 2 milimetros cubicos, wusando
hojas de afeitar de doble filo (nuevas) con la técnica de navajas
encontradas. Posteriormente, los cubos obtenidos se fijaron en
glutaraldehido al 2% durante 2h. Rl cabo de ese tiempo se lavaron
con PBS pH 7.4 por tres ocasiones y se hizo una fijacién profunda

con tetréxido de osmio al 1% durante 1h.

3.2.4. Deshidratacién e Inclusién en Resina para MET.

Al terminar la fijacién profunda, los <cubos de tejido se
deshidrataron en series de alecohel de concentracién crecientes de
30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% hasta alcohol absoluto. En cada
concentracién de alcohol se dejaron durante 10 minutos, excepto en
alcohol del 70% que fué de 12 a 24 hrs. Finalmente, las muestras se
dejaron en o6xido de propileno como intermedio para la inclusién en
resina.

La inclusién en resina, se efectudé mediante pases del tejido por

mezclas graduales de 6xido de propileno-resina (Epon-180), hasta
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resina pura. Al terminar se colocdé un cubo de tejido por cadaimolde
y se dejé polimerizar. - SRR,
3.2.5 Corte y tincién de muestras para MET

Se obtuvieron cortes semifinos de 1 a2 micrdmetrés delas” muestras
encapsuladas en resina, con un ultra microtomo LKB. Estos go:te&isé
tifderon con azul de toluidina y se observaron al micrnscupié'de luz.
Se observé la disposicién del tejido y se orienté el bldque para
obtener cortes longitudinales.

Una vez orientado el tejido, se obtuvieron cortes ultrafinos de 80~
70nm los cuales se colocaron en rejillas de cobre.

Tincidn de Cortes Ultra Finos.

Para tefir los cortes ultrafinos se utilizé la técnica de tincién
electroconductiva doble.

Se filtrd una gota de la solucidén de acetato de uranilo de Watson
colocéndola sobre papel parafilm dentro de una caja de Petri. Las
rejillas se colocaron en la gota de acetato de uranilo por un tiempo
de 15 min. Posterior a esto se realizaron tres lavados con agua
destilada de 5 min. cada uno y en diferentes recipientes. Se eliminé
el exceso de agua con papel filtro cuidando siempre el lado de la
muestra.

Por otra parte, se colocaron hojuelas de NaOH y algunas gotas de
agua destilada en una caja de Petri. Se tapo la caja para asi
eliminar el diéxido de carbono y contaminantes de carbonato de
plomo.

Se filtré una gota de citrato de plomo de Reynolds colocéndola sobre
papel parafilm dentro de la caja de petri previamente indicada. Se
pusieron las rejillas sobre la gota de citrato de plomo durante 15

min. Se enjuagaron las rejillas con tres diferentes lavados en agua

53



.

destilada’ (he‘rvida)”pbr 5 minutos .cada uno. Las‘rejlllas se secaron,
ubicéndo],as ‘sobre . papel” filtro - por ‘24  horas para luego ser

opserva_da‘s al: n\ic!oscopio electrénico de transmisién Jeol Jem 100S.

3;2;,6 Fijacién, Deshidrataciédn e Inclusién en Parafina para MO
“En-el caso de las zonas 2 y 5 se fijaron con formol al 10% y se
i'dé;hi‘dx}ataron de igual forma que se realizd para microscopia
electrénica, se realizaron dos pases en benceno (para ocupar el
lugar de el etanol en el tejido).

Estas muestras (2-2 y 2-5), se colocaron en 2 recipientes con
parafina fundida a 56 grados centigrados por 2 horas en cada uno se
incluyeron en bloques de parafina.

3.2.7 Cortes Finos y Tincién Tricrémica de Masson para Microscopia

Optica.

Para microscopia 6ptica se obtuvieron cortes de 4 micrémetros de
espesor de la 2-2 y 2-5. Los que fueron extendidos sobre un bafio de
flotacién de tejidos, constituido de grenetina fundida en agua
destilada de 40 a 50 grados centigrados. Y posteriormente se
adhirieron a porta objetos. Calentando la muestra scbre la laminilla
a una temperatura de 40 a 50 grados centigrados, durante 15 minutos
como minimo (con el objeto de fundir la prafina incluida en el corte

y garantizar una buena adhesién al portaobjetos) y se dejé enfriar.

Tincién Tricrémica de Masson.

Las muestras fueron sumergidas en dos ocasiones en xilol por 5
minutos cada uno. Para después pasar por un tren de alcohol
absoluto, 96% y al 70% durante 5 minutos en cada caso. Se lavaron

con agua destilada por 2 minutos y se tifieron con hematoxilina de
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Weigert por 10 minutos 'y se enjuaga,ro'nﬂ‘c"oﬁ Equé' corriente Y
posteriormente con agua destilada. Luegﬁ s;z t£ﬁe£oh co’n.fucsina de
Biebrich durante 5 minutos, posterionﬁen:e se suﬁlergieron en acida'
fosfotingstico y fosfomolibdico de 10 a 15 minutosk. Se tifié ademds
con azul de anilina de 10 a 15 minutos‘y se ‘pasaron por una solucidn
de  4cido acético al 1% de 3 a2 5 minutos. " Se hicieron dos. pases en
alcohol 96%, dos en alcohol absoluto“y dos en xilol, en todos los
casos, durante 5 minuto cada uno. Finalmente se colocéd cubre objetos
con resina sintética y se observaron al microscopic 6ptico Karl

Zeiss modelo 2098.

3.2.8. Estudios Cualitativos.

El dafio del tejido miocdrdico se definibé por diferentes evidencias
histolégicas celulares y subcelulares para distinguir las fases mas
importantes para la valoracién del dafio isquémico (26,27).

El dafio irreversible se definié por criterios biolégicos. Sequido a
la isquemia en el infarto, la muerte celular se reconocid por la
evidencia de necrosis coagulativa y cariélisis. Por microscopia
electrénica, las células dafiadas irreversiblemente se reconoCieron
por la presencia de largos corpisculos densos en la mitocondria y
por grandes defectos en la membrana celular. Se ha establecido un
método sencillo para graduar el dafio isquémico, en microscopia
éptica y electrénica, y se fundamenta en toda 1la informacién
acumulada de los estudios histopatolégicos desarrollados en mas de
veinte anos de investigacién. Resulta una clasificacién sencilla
perc basicamente apreciativa, ademds no se considera que el dafio
celular varia de una célula a otra en su tiempo de aparicién. Pero

agn asi, resulta ser una forma cualitativa de resumir en términos
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generales el estado histoléglco del 4rea infartada (35). (Ver tabla.
Kida E‘u;]iwax:a

3“‘2 9 Es ‘dios Semi-Cuantitativos.

Los fundamentos de. la morfometrfia son notables por sus simplicidad.
.S}e,gtomaton‘ muestras representativas de dos dimensiones, Yy con una
cuadricula transparente superimpuesta con puntos de prueba y
seAgmentos lineares, se determinaron el &rea superficial y tanto el
nimero como tamafio de componentes reconocibles con sélo contar.

El poder de estos estudios radica, en que los procesos que ocurren a
nivel celular, sélo se pueden detectar por la diferencia en las
alteraciones ultraestructurales, por el cambio absoluto que ocurre
en el numero de estructuras sanas o daflas por unidad de A&rea:
hipercontraccién o relajamiento, por el acortamiento o elongacidén de
la longitud miofibrilar, edema mitocondrial cuando el diémetro
promedio de la primera de estas supera estadisticamente el didmetro
mitocondrial de muestras control. Aunque debemos tener presente que
las alteraciones no son estrictamente intracelulares, también pueden

ser intersticiales o de cantidad celular (5,6).
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FIGURA Na9 LIGADURA ©DE LA ARTERIA CORONARIA

DESCENDENTE ANTERIOR IZQUIERDA.
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4. RESULTADOS

4.1 RESULTADOS CUALITATIVOS DE MICROSCOPIA OPTICA Y ELECTRONICA.

BEn la 2zona 5 se observé en el ventricule izquierdo y septum
ventricular de un 40 a 60% de tejido infartado (ver figura 12).
Dentro del 4&rea infartada, la necrosis coagulativa, congestién de
" capilares y edema (caracterizado por el espacio interfibrilar que lo
hace evidente) fueron el comin denominador (ver figquras 14, 15, 16 y
18}. En algunos casos se aprecidé infiltracién de peolimorfonucleares,
predominantemente en las regiones cercanas a los vasos capilares.

En la porcién del subendocardio, se apreci vacuolizacién
intracelular siempre acompafiada de careolisis, con evidente pérdida
del arreglo miofibrilar (ver figura 15). De acuerdo con lo reportado
en la literatura, el dafo observado corresponde al grado 4, de la
clasificacidn de Fujiwara {35).

En el caso de la zona 2 se observaron las mismas alteraciones que en
la zona 5, excepto que la porcién de tejido infartade fué menor,
aproximadamente de un 30 a 50%. Conforme a la clasificacién
establecida se catalogé como dafio grado 4. (Ver tabla No 6). En los
grupos tratado, el infarto observado fué de un 20 a 50% abarcando
ventriculo izquierdo y 25% del septum ventricular (ver figura 13);
aprecisndose necrosis coagulativa, congestién edema y vacuolizacién
predominantemente en la regién subendocirdica, correspondiendo al
grado 4 de dafio tisular segin lo reportado por Fujiwara (35). (Ver
tabla No. 6 y figuras 17 y 18).

En cuanto a lo observado en microscopia electrénica, en el control
sano se pudo apreciar mitocondrias integras de estructura clara y
definida, sarcémeras oxdenadas con discos intercalares lineares,

conservando el espacio intermiofibrilar reducido; Los nicleos de cara
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abierta  y cromatina dispersa con membranas intactas y en algunos
casos ‘se ‘apxrecié el nucléolo; en todos los casos el sarcolema
coﬂservo la solucién de continuidad. (Ver figura 20,23,26 y 28).

Los '‘controles infartados, mostraron desde edema hasta lisis
'mit‘ocondrial, mostrando en ambos casos ruptura de las membranas
internas, unicamente variando en la intensidad del dafio interno, de
un Vesl‘.adio a otro, predominando la lisis mitocondrial. El espacio
.intermiofibrilar evidentemente aumentado con pérdida de la
organizacién miofibrilar y en algunos casos hasta despolimerizacién
de éstas, se observaron evidentes alteraciones en los discos
intercalares, que fueron desde desorganizacién hasta ruptura. Los
nticleos en su mayo.ria, mostraron cromatina compacta y marginada,
generalmente distribuida en toda 1la periferia. En base a la
clasificacién de Fujiwara corresponde al grado 4 a 5 de dafio tisular.
{Ver tabla No. 7 y figuras 21,24,28 y 29}.

En cuanto al grupo tratado, se pudo observar en general las mismas
"alteracicnes excepto que fué sensible la disminucién de la frecuencia
de mitocondrias lisadas, lo que repercutié, en la disminucién del
espacio intermiofibrilar caracteristico del miocito dafado. Con
fundamento en lo reportado por Kida y Fujiwara le corresponde un

grado de daffio 4. (Ver figuras 22,25,30 y 31}. R
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TABLA No. 6
DANO CELULAR
MICROSCOPIA OPTICA

s
GRADO

CLASIFICACION

GRADO 0

GRADO 1

GRADO 2

é9

GRADO 3

GRADO 4

GRADO 5

-

CROMATINA DISPERSA, SUSTANCIAS PERINUCLEARES'Y
MIOFIBRILAR COMPACTAS. )
CONDENSACION Y MARGINACION MINIMA DE CROMATINA,
DISMINUCION EN LA TINCION DE SUST. PERINUCLEAR Y
MIOFIBRILAR

CONDENSACION Y MARGINACION SUAVE DE CROMATINA,
TINCION MARCADAMENTE DISMINUIDA DE SUST, PERI-
NUCLEARES.

CONDENSACION Y MARGINACION MODERADA DE CROMATINA,
NO SE TINEN SUST. PERINUCLEARES Y MIOFIBRILARES,
VAGUOLIZACION OCASIONAL.

CONDENSACION Y MARGINACION MARCADA DE CROMATINA,
GRANULACION OCASIONAL Y VACUOLIZACION iINCREMENTADA
CROMATINA NUCLEAR CONDENSADA Y MARGINADA, CON MEM-
BRANAS NUCLEARES OBSCURAS, CITOPLASMA GRANULADO Y
VACUOLIZADO, PERDIDA DE LA ARQUITECTURA CELULAR.

J

KIDA, FUJIWARA; J Am Pathol,
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TABLA No. 7
DANO CELULAR

MICROSCOPIA ELECTRONICA

GRADO

CARACTERISTICAS \

GRADO O

GRADO 1

GRADC 2

GRADO 3

GRADO 4

GRADO 5

GLUCOGENO ABUNDANTE, MITOCONDHAIAS Y NUCLEOS
INTACTOS.

CONDENSACION Y MARGINACION MINIMA DE CROMATINA,
DISMINUCION DE LA CANT. DE GLUCOGENOQ, CAMBIOS MI-
NIMOS MITOCONDRIALES !

CONDENSACION Y MARGINACION DE LA CROMATINA, REDUC-
CION MARACADA DE GLUCOGENO, EDEMA MITCONDRAIAL DIS-
CRETO Y MATRIZ RELATIVAMENTE CLARA.

CONDENSACION Y MARGINACION MODERADA DE CROMATINA
ESCAZO GLUCOGENO, EDEMEA MIOFIBRILAR LEVE Y MITO-
CONDRIAS CON EDEMA MODERADO, MATRIZ CLARA CON
CUERPOS DENSOS AMORFOS.

CONDENSACION Y MARGINACION MARCADA DE CROMATIA,
CON DANO MIOFIBRILAR Y ALTERACIONES EN LAS BANDAS
I, EDEMA MIOFIBRILAR INCREMENTADO, GRANULOS INTRA-
MITOCONDRIALES DENSOS INCREMENTADO, SENALES TEM-
PRANAS DE DANO SARCOLEMICO

CROMATINA MARGINADA Y CONDENSADA,

ROMPIMIENTO DE MIOFIBRILLAS, ESPACIO INTERMIOFI-
BRILAR ANORMAL, MARCADO EDEMA MITOCONDRIAL, ABUN-
DANTES CUERPOS DENSOS MITOCONDRIALES, DARO SARCO-
LEMICO SEVERO, AUSENCIA DE GLUCOGENO. )
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RESULTADOS DE

TABLA No. 8

MICROSCOPIA OPTICA

( OBSERVACIONES

CAREOLISIS

CONTROL SANO CONTROL INFARTADO CONTROL TRATADO
% INFARTO - 40-80% 20-50%
(LocALIZACION - VENTAICULO 12Q. Y VENTRICULO 12, Y
50% DEL SEPTUM VENTRICULAR 25% DEL SEPTUM VENTRICULAR
NECROSIS COAGULATIVA o 444 ++
CONGESTION + ++4 ++
EDEMA - +4+ ++
HEMORRAGIA + b4 ++
FIBROBLASTOS - e
VACUOLIZACION - o
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TABLA No. 9
RESULTADOS DE MICROSCOPIA ELECTRONICA

MORFOLOGIA ULTRAESTRUCTURAL
DETERMINACION CUALITATIVA

a
ORGANELO CONTROL SANO | CONTROL INFARTADO GRUPO TRATADO
MITOCONDRIAS NORMALES HINCHAMIENTO, DESORGANIZACION SIMILARES AL GRUPO 2
EN CRESTAS, INCREMENTO EN EL PERO EN MENOR GRADO
ESPACIO DE LA MATRIZ Y LISIS. O PROCION.
SARCOMEROS NOAMALES SEPARACION DE MIOFILAMENTOS ZONA SIN APARENTE DANO
RUPTURA DE LINEA Z, CONTRACCION Y OTRAS CON CARAC.
SEPARACION DE LA MEMBRANA SARCO- SIMILARES AL GRUPQ 2
LEMICA Y DESPOLIMERIZACION. PERO EN MENOR GRADO.
NUCLEO NORMAL CROMATINA DISTRIBUIDA EN LA CROMATINA DISPERSA
PERIFERIA. EN EL INTERIOR DEL
DEL MISMO.
N




Figura No 11.

Misculo cardiaco de rata del grupo control sano 15X. Corte longitudinal de ventri-
culo izquierdo. Se aprecian tres capas caracterfsticas: Pericardio (P), Miocardio
(M) y Endocardio (F).
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Figura No 12.
Misculo cardidco de rata del grupo control infartado, Tincién

Tricrémica de Masson 15X. Corte longitudinal de ventriculo izquiexdo.
Se aprecia zona de infarto (2I), evidente por la coloracién verde que
presenta la zona, con adelgazamiento (a) y ondulacién (o) de

miofibrillas.
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Figura No 13. ¢
Misculo cardiaco de rata del grupo tratado con Nifedipina, Tincién!
Tricrdémica de Masson 15X. Corte longitudinal de ventriculo izquierdo.:
Se aprecia zona infarto (ZI) evidente por la coloracién azul, con;
adelgazamiento (a) de miofibrillas y edema (e). En comparacién con. la:
figura No 11, se aprecia la disminucidén en la extensidn del tejido;
infartado. o i
i

!
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Figura No. 14

Misculo cardiaco de rata del grupo control infartado. Tincidn
Tricromica de Masson 100X. Corte longitudinal. Se aprecia dafio
isquemico, edema (e), nicleo (n), necrosis coagulativ. {nc),

ondulacién (o) y despolimerizacién (d) de miofibrillas. -
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Figura No. 15

Misculo cardiaco de rata del grupo control infartado. Tincién
Tricromica de Masson 40X. Corte longitudinal. Se aprecia
adelgazamiento de miofibrillas (a), hemorragia (h), necrosis

coagulativa (nc), fibras de colagena (co) y careolisis (ca).
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Figura No. 16
Misculo cardiaco de rata del grupo control infartado. Tincién

Tricromica de Masson 100X. Corte 1longitudinal. Se . aprecia
adelgazamiento de miofibrillas (a), necrosis coagulativa (nc) |y

fibras de colagena (co).
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Figura No. 17

Misculo cardiaco de rata del grupo tratadoc con Nifedipina. Tincién
Tricromica de Masson 100X . Corte longitudinal. Se aprecia necrosis
coagulativa (nc), despolimerizacién de miofibrillas (d), espacio

perimuclar (p) y fibras de colagena (co).




Figura No.18 .
Misculo cardiaco de rata del grupo tratado con Nifedipina. Tincion;
Tricromica de Masson 100X. Corte oblicuo. Se aprecia necrosis,
coagulativa (nc), edema (e), fibras de colagena (co) y presencia de!
PMN'’s {PMN) H




Figura No. 19
Misculo cardiaco de rata del grupo control infartado. Tincidén

Tricromica de Masson 100X. Corte longitudinal. Se aprecia necrosis
coagulativa (nc), ondulacién (o) y despolimerizacién (d) de
miofibrillas, hemorragia (h), edema (e), proliferacién de colagena
(co). y presencia de PMN's (PMN) . :
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Figura No. 20 i
Micrografia de misculo cardiaco de rata del grupo control sant
20,000X. Se aprecia nfcleo (n) normal que presenta cromatina (ci
dispersa.

i
i
i
i

1
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Figura No. 21

Midrografia de misculo cardiaco de rata del grupo control infartado, .

10,000X. Se aprecia ndcleo (n) isquemico, que presenta compactacién]

de cromatina (cr) y marginacién de la misma,
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Figura No.22 i
Micrografia de misculo cardiaco de rata del grupo tratado  cor
Nifedipina, 6,000X. Se aprecia nidcleo (n) isquemico que present{
cromatina (cr) moderadamente compactada y marginada.
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Figura No. 23 :
Micrografia de misculo cardiaco de rata del grupo control sano,

6,000X. Se aprecia sarcémero (s) relajado, miofibrillas dispuestas!
paralelamente (mp) y presencia de las cinco bandas caracteristicas:

(M, H, A, I, Z).
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Figura No. 24
Micrografia del misculo cardiaco de rata del grupo control 1nfartadc
6,000X. Se aprecia separacién de miofilamentos (sm), ondulacién de
banda 2 (0), y la evidente contraccién de sarcémero (s).

! b

ESTR TESK HT DEsE
SALR DF LA tisiiQTEGA
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Figura No. 25
Micrografia de misculo cardiaco de

rata del grupo tratadoc con
Nifedipina, 15,000X. Se aprecia moderada separacién de miofilamentos
(sm), sarcémeros (s) relajados y ligera desalineacién de la banda 2
(az) .
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Figura No. 26
Micrografia de misculo cardiaco de rata del grupo control sano,
20,000X. Se observan mitocondrias (m) normales que presentan crestas

mitocondriales (cm) compactas y matriz densa.
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Figura No. 27

Micrografia de misculo cardiaco de rata del grupo control sano,
20,000X. Se observan mitocondrias (m) normales que presentan crestas
mitocondriales {(cm) compactas y mat‘:riz densa.
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Figura No. 28
Micrografia de misculo cardiaco de rata del grupo control infartado,

20,000X. Se aprecian mitocondrias con edema (me} y destruccién de
membrana interna (mi), asi como lisis mitocondrial (1m).
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Figura No. 29

Micrografia de misculo cardiaco de rata del grupo
10,000X. Se aprecia dafio mitocondrial severo con e
de membrana interna {(rm)

84
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Figura No. 30
Micrografia de misculo cardiaco de rata del grupo tratado cun

Nifedipina, 10,000X. Se aprecian mitocondrias (m) con diversos grados
de dafio, ruptura de membrana interna (xrm), asi como lisis

mitocondrial (1lm).
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Figura No. 31
Micrografia de misculo cardiaco de rata del grupo tratado con
Nifedipina, 10,000X . Se aprecian mitocondrias (m) con aclaramiento

de matriz y separacién de crestas (sc).
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4.2, Estudios Semi-cuantitativos

4.2, 1 Morfometria Subcelular.

1. 2392 +/ 0% 2 micras, y‘
f‘cuadradas fué'de: 35.06 +/

v, , [ ‘ b
Se compararon los resultados obtehidos entre - cada -~ rata,  no
observéndose ninguna diferencia estadistica (p<0.05) entre . los
enséyos {ratas) y tamafio de mitocondria. Lo mismo sucedid para el
nimero de mitocondrias por 100 micras cuadradas y el por ciento de
mitocondrias (sanas, dafiadas y 1lisadas) en cuyo caso sblo se
observaron mitocondrias normales.

En cuanto a los controles infartados en los tres pardmetros medidos
no se observé ninguna diferencia entre los ensayos realizados que
resultara estadisticamente significative P<0.0l. Pero al comparar los
tamarios de mitocondrias (normales 1.3+/-0.2micras, daftadas 1.7 +/-
0.6micras, 1lisadas 1.9 +/-0O.6micras), las diferencias resultaron
significativas {p>0.05}. Asi mismo el nimerc y porciento
respectivamente de mitocondrias (normales 3.9 +/-0.5mito./100micras
cuadradas (15.2% +/-0.8%), dafiadas  33.5 +/-1.7mito./100micras
cuadradas (72.7% +/-0.8%) y lisadas 5.1mito./100micras cuadradas
{12.1% +/-1.1%), las diferencias resultaron estadisticamente
significativas P>0.05. (ver figuras 34, 35 y 36).

En el grupo tratado tampoco exlistid diferencia (P<0.01) entre los
ensayos realizados,. sin embargo, los pardmetros determinados de

tamafio de mitocondria (normal 1.3 +/~ 0.3micras, daflada 1.4 +/-
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0.5micras : oy .‘i‘ié‘ada 1.5 .4/-0.6micrasino - fueron . estadisticamente
siénificaﬁi?os‘(P<0,D§y; (VGr figura 37).‘31 nﬁmer6 de mifobondrias
p@é 10§‘mic:aéchad£adas y 'sus porcientos #espééﬁi#os {normales 14.7
+/-0.2mito./100nicras cuadradas (34.6% +/-2.4%), dafadas 10.5 +/-
O.Bmit;.llquiéias cﬁadradas (50;2% ‘+/—1.1%) y -lisadas 4.9 . +/~
e Q?émig@,/i@Omiégaéj cuad;aqag, ‘mostraron diferencias significativas
{P>0.05). (Ver bfigukras 38 y 39). :
En. forma ;gengral, en- los tres grupos estudiados (control sano,
_qﬁntzol infartado 'y grupo tratado}, no existié variacién inter-
énéayo, es decir que el tamafio de mitocondria normal medido en las
muestras obtenidas de una rata del grupo infartado, por ejemplo, no
varié con respecto a la segunda rata estudiada del mismo grupo. Pero
cuando se comparé los diferentes tamafios obtenidos y nimero de
mitocondrias de «cada tipo observada o su porciento, fueron

estadisticamente diferentes.

4,2,2. Efectos de Nifedipina Sobre la Arquitectura Sub-celular.

Al comparar el tamafic de mitocondria normal del grupo control sano
(1.23 +/-0.23 micras), infartade {1.27 +/-0.21 micras) y tratado
{1.29 +/-0.33 micras), no existié diferencia estadisticamente
significativa (P<0.0l) entre las mitocondrias normales de cada
grupo. (ver figura 40).

En control infartado, el tamafio de mitocondria danada {1.69 +/- 0.60
micras) y lisada ( 1.89 +/- 0.56 micras) con respecto a las normales
{1.27 +/- 0.21 micras} fué significativo (P>0.05)., Pero en el casc de
el grupo tratado, el tamafno de mitocondria daflada {1.34 +/- 0.48
micras} y el de mitécondria normal (1.29 +/- 0.33 micras) no

mostraron diferencia estadisticamente significativa (P<0.,05). Y con
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respecto del tamado de mitocondria lisada  (1.50°.+/- 0.57) si se
observé di:ex:eni:ia estadist‘:‘l.caxkn’e’ntew significativa {P>0,.05). (Ver
figura No 40). ) : ’ '

Cuando se comparér el . tamafio . de  mitocondria  dafada de control
infartado (1.6%9 +/~ 0.60 micras)‘con el tamafioc de mitocondria dafada
de grupo tratado (1.34 +/= 0.48 micras), se observaron
estadisticamente diferentes, El caso de mitocondrias 1lisadas de
controles infartado y tratado no hizo falta hacer la comparacidén
'estadistica, va que se discutiran mis adelante.

Al comparar el No. de mito. total/100 micras cuadradas, de los
controles sano (35.05 +/- 1.60), infartadeo (39.02 +/- 0.91) y tratado
{30.09 +/= 0.81), no mostraron diferencias estadisticamente
significativas (P<0.05). (Ver figura 41).

Con estos totales, se calculé el porxcentaje de mitocondrias normales,
dafladas y 1lisadas para cada control, y al comparar el No de
mitocondrias normales/100 micras cuadradas de control sano (35.05 +/-
1.60, 100%), con el No de mitocondrias normales/100 micras cuadradas
de control infartade (3.02 +/- 0.5, 15.2% +/-0.82%), no fué necesario
realizar estadistica por que la diferencia es totalmente evidente, al
comparar el No. de mitocondrias normales de controles infartado con
el No. de mitocondrias normales/100 micras cuadradas de control
tratado (14.67 +/- 0.24, 34.37% +/- 2.41%) fueron estadisticamente
diferentes (P>0.05). Cuando se comparé el No de mitocondrias
daiadas/100 micras cuadradas, de controles infartado (33.98 +/- 1,74,
72.71% +/- 0.83%) y grupo tratado con nifedipina (10.51 +/- 0.75,
50,22% +/- 1.07%) fueron significativamente diferentes. Pero al
comparar el No. de mitocondrias lisadas/100 micras cuadradas, de

controles infartado (5.11 +/- 0.55, 12.09 % +/- 1.09%) y tratado
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(4.91° +/- 0:39, ,15.41% +/-° 2.20%), no  mostraron diferencias

estadyisticamehte sig"n;[ficativas ‘;(P<:0.01), (Ver"f“itjufas' 41 y 42) .
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Figura 32. Tamafio de Mitocondria Grupo Control Sano.
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Figura 33. No. de Mitocondrias/100 micras Grupo Control Sano.
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Figura 34. Tamano de Mitocondria Grupo Control Infartado.
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Figura 35. No. de Mitocondrias/100 micraszGrupo Control Infartado.
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Figura 36. % de Mitocondrias Grupo Control Infartado.

% DE MITOCONDRIAS

80

60|

I pRE = e S S ]
MMM N /

0
ENSAYO 1 ENSAYO 2 ENSAYO 3 ENSAYO 4

. - B
[ NORMALES [71LISADAS [[]DANADAS J B:'; glg L';”;Z‘;‘.g“ﬁfg%g <0.05




igura 37. Tamafno de Mitocondria Grupo Tratado con Nifedipina.
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Figura 38. No. de Mitocondrias/100 micraszGrupo Tratado con Nifedipina. :
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Figura 39. % de Mitocondrias Grupo Tratado con Nifedipina.
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Figura 40. Comparacion de Tamanos de Mitocondrias.
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Figura 41. Comparacién de!l No. de Mitocondrias/1 0Omicras.
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Figura 42. Comparacién de Porcientos de Mitocondrias.
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5. DISCUSION.
Al tratar de establecer por morfometria las alteraciones mas 1tiles
para valorar el efecto de algtin farmaco .(en ést'e caso nifedipina), es
indispensable validar el modelo experimental utilizado, en otras
palabras, determinar que tan varxiable es (a nivel subcelular} el
. infarto agudo al miocardio de uné rata a otra para determinar su
reproductibilidad asi como ' la- varjacién en una misma especie
estudiada. Para poder diferenciar el efecto de un férmaco sobre el
fenémeno IAM (6).
Con el andlisis estadistico realizado para cada uno de los resultados
obtenidos de cada una de las ratas del experimento, se pudo comprobar
que el modelo de infarto al miocardio por medio de ligadura de 1la
arteria coronaria ADI en rata, resulta ser homogéneo y reproducible,
debido a que en cada caso, los controles sano, infartado y grupo
control, no existidé variacién interensayo y el comportamiento por
lote fué caracteristico. Por lo tanto, los pardmetros estudiados, son
comparables entre si ya gue el fenémeno de necrosis tisular observado
por microscopia éptica y electrénica de transmisién fué debida a la
ligadura permanente de la arteria coronaria ADI, Yy no a
procedimientos ajenos a los desarrollados por esta técnica. Asi como
las alteraciones en el proceso del infarto son debidas a efectos
independientes del tratamiento y procesado de las muestras.
De esta manera, es posible establecer que el tamafio de mitocondria es
una medida importante de la arquitectura subcelular, ya que el cambio
observado en el tamafic de mitocondria dafiada, de contrel infartado a
grupo tratado, es dependiente de la concentracién de electrélitos.

Durante la isquemia el principal es el calcio y la concentracién de
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é;té ‘es régulada por canales y sistemas de tr.;ans'porte susceptibles de
fla"' acci6n de farmacos (30,39). :
v,;Eri‘la_S'mitocondrias dafladas, existe un continuo de -dafio amplio,  que
es interesante analizar, esté se refiere a que en términos generales
se -acepta que existe edema mitocondrial cuando el didmetro promedio
»mitrocondrial supera el didmetro promedio de controles sanos (6). En
el -caso ‘de controles infartados asi lo fué, pero en el grupo tratado
el tamafio mitocondrial fué muy similar al control sano:. Posiblemente,
el efecto cardioprotector de la nifedipina consistié en 1la
disminucién del edema de las mitocondrias dailadas, pero no detuvo los
procesos autoliticos de la mitocondria una vez activados, esto es que
no todas las alteraciones durante el infarto son via el calcio, pero
el edema mitocondrial principalmente; es por al exceso de éste ién
durante la isquemia.

Si revisamos el tamafo de mitocondrias lisadas, vemos que disminuye
en el caso de grupo tratado donde debemos hacer algunas
consideraciones; primero el tamafio de mitocondrias lisadas es una
medida relativa, ya que se midi6é la distancia (longitud del eje
mayor) entre los residuos de membrana externa de las mitocondrias
visibles en la fotografia. Este factor en primer lugar depende tanto
de la orientacién y profundidad del corte y en segundo del momento
del corte, esto es que, en un mismo instante se pueden tener
mitocondrias lisadas con pérdida considerable de volumen mitocondrial
y mitocondrias en estado de 1lisis con pérdida péco evidente del
contenido mitocondrial; y no serfa de sorprender, encontrar
mitocondrias lisadas de menor tamafio gque las normales. Por lo tanto,

el tamafio de mitocondria lisada es un pardmetro por demads medido e
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es

por 100

I (! ondrias (normales, da adas Y. lisadasl
micras cuadradas, representa uno-de los: mejoras indicativos del dafio
ntisular asi ‘como de .'la altexacién del proceso de infarto, por el
cambio en las poblaciones de mitocondrias estudiadas. . ’
En los controles sin oclusién {sanos) la poblacién de mitocondrias
‘fué conformada - exclusivamente por mitocondrias normales y los
’procedimientos histolégicos no alteraron este valor, cualquier
: alteracién en esta poblacidn es debida a un proceso patoldgico; en
este caso la isquemia post-oclusién.

Cuando se compard el nimero de mitocondrias por 100 micras cuadradas,
se pudo comprobar que el A&rea fotografiada en todos los casos fué
constante ya que no existié diferencia significativa en la cantidad
de estructuras por adrea (p<0.05).

Independientemente de que en este experimento, la poblacién total
mitocondrial fué prdcticamente la misma para controles sanos,
infartados y grupo tratado, es conveniente expresar las diferentes
sub-poblaciones de mitocondrias, como por cientos de su respectivo
total y la comparacién realizada sera en todo caso mas factible y
reflejo del comportamiento del nOmero mitocondrial por area. En las
figuras No 41 y 42. Se aprecia este concepto.

Esto permite comparar las diferentes poblaciones de mitocondrias
estudiadas. Con esto se encontrd una disminucién sensible en la
poblacién de mitocondrias dafadas en el grupo tratado respecto al
control infartado, lo que establece una primera evidencia de la

accién de la nifedipina en este organelo.
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Cabe .destacar que la poblacién de mitocondrias lisadas del control
infartado y grupo tratado, no variaron significativamente. Esto ha
sido descrito anteriormente (56), es decir, que durante la fase aguda
del’ infarto hay un % de tejido que inevitablemente sufre dafio
irreversible durante las primeras horas del infarto, Y que es
practicamente imposible recuperarlo. A nivel celular al parecer se
manifiesta una situacién similar.

En . este caso, sSe hace evidente la influencia definitiva de 1la
nifedipina sobre la arquitectura mitocondri'al, que de algin modo, vya
sea por vasodilatacidén (modo de accién}, o bién, por el bloquec de
los canales lentos de calcio a nivel de misculo cardiaco (mecanismo
de accién), tanto en sarcolema como en sitios intracelulares, ejerza
un efecto cardio protector.

En este caso se observd con teda claridad que la nifedipina tiene una
accién importante sobre este organelo durante la isquemia. Y que
tiene efectos protectores, por que al analizar conjuntamente el
tamafio mitocondrial y tanto ntimero como porciento de las poblaciones
mitocondriales, se resume en la disminucién de las alteraciones en la
arquitectura de la mitocondria (principalmente edema}, y reflejando
este efecto eh la reduccién de la poblaci6én de mitocondrias dafadas
con el aumento concomitante de la poblacién normal de este organelo.
Esto refuerza la idea de que una manera de disminuir el tamafio del
infarto, es retrasar los efectos nocivos de la alta concentracién de
calcio intracelular que se genera durante la isquemia en el IAM(65).
Sin embargo, es necesaria la continuidad del presente trabajo a 1las
8, 12, 24 y 48 horas post-oclusién, para completar la evolucién del

infarto agudo al miocardio.
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En base a la comparacién de los cortes histoléqicbs de grupo control
con oclusién (infartado) y grupo con oclusidn tratado, con cortes de
tejido cardiaco sin oclusién, se pudieron observar las alteraciones
mis importantes de la isquemia aguda en el corazén de rata, tales
como necrosis coagulativa, congestién, edema, hemorragia,
_ preliferacién de tejido conective, vacuolizacién y careolisis, entre
otras. Asi como estimar el tamafio del infarto, en donde al comparar
el porcentaje de tejido infartado de los grupos contxol con oclusién
y grupoc tratado, se pudo apreciar la disminucién de éste. Sin
embargo, como los estudios de M.0. son cualitativos, no son del todo
contundentes. Por lo que, para el estudio del Infarto por M.0., se

sugiere la incorporacién de técnicas planimétricas y estadisticas.
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6. CONCLUSIONES

l,énéiisisiaebmicroqcopia éptica se determiné que” la
: éeiﬁéiépw cprbngfi; en: ratas después de 4h. Provoca una serie de
) al;gracioﬁes‘en»la célgla muscular cardiaca, principalmente: necrosis
‘ ééegulgfi&é, ppng;stién, lisis .celular., Mientras que por medio del

qn;lisﬁa f:MEfv,'séi observé  care6lisis, despolimerizacién  de

"miofibkiliéé} edema y lisis mitocondrial.

2;(E1uéstqdio de las alteraciones mitocondriales producidas por la
aclﬁsiﬁn? coronaria { lesién en membrana interna, edema y lisis),

;'resultan ttiles para determinar el dafic isquémico.

3. En base a los cambios observados en la mitocondria se detemmind el

dafo isgémico ante la oclusién de una arteria coronaria.

4. Mediante el andlisis estructural de la mitocondria se establece
que el efecto cardioprotector de la nifedipina se basa principalmente

en la preservacién de éste organelo.
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