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1- RES~EN 

Se ha demostrado que la Ropitoína (nuevo antiarrítmico), evita la extensión del infarto en 

el modelo de oclusión coronaria en la rata. Con la finalidad de conocer aún mas sobre el 

mecanismo de acción de este compuesto , en este trabajo se analizan los efectos de la 

Ropitoína a nivel tisular y ultraestructural. 

Se utilizaron ratas Wistar macho de 8 semanas y de 250-300 g de peso. Se distribuyeron 

en tres grupos, el primero: grupo control sano (sin oclusión); el segundo grupo: con 

administración del vehículo (propilenglicol al 50%) y oclusión; el tercero: administrado con 

Ropitoúta (lmg/kg/0.1 mi de propilenglicol al 50%) y oclusión. Tanto el vehículo como el 

fármaco fueron administrados 30 minutos antes de la oclusión coronaria. Después de 4 horas 

de oclusión fueron sacrificados los animales fijándose el corazón "in situ" por perfusión, 

posteriormente se obtuvieron muestras de ápice y se procesaron siguiendo técnicas 

convencionales de microscopía óptica y microscopía electrónica de transmisión. 

A nivel de MO se determinó cualitativamente la presencia de alteraciones, las cuales, son: 

adelgazamiento, despolimerización, ondulamiento y necrosis coagulativa en fibras cardíacas. 

Presencia de hemorragia, congestionamiento, edema y espacio intercelular aumentado. 

Infiltración leucocitaria especialmente macrófagos y aumento del tejido conjuntivo y 

caracteristicamente la presencia de fibroblastos. Mediante éste primer análisis se determinó 

que la estructura miocítica es útil para calificar el daño cardíaco. 

A nivel de MET se obtuvieron resultados cualitativos y cuantitativos. Comparando el grupo 

con el grupo 2 se observó cualitativamente: aumento en el espacio subsarcolémico, 

desprendimiento de la membrana miocítica, migración de la cromatina nuclear hacia la 

periferia,desarreglo de los sarcómeros, despolimerización de miofibrillas, aumento en tamaño 
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y cantidad de mitocondrias así como daño en diversosgrados hasta llegar a la lisis 

mitocondrial; al comparar el grupo 1 con el 3 se observaron las mismas alteraciones 

estructurales pero en menor grado que en el grupo 2. 

Cuantitativamente se encontró diferencia significativa (P<0.05)en el número de 

mitocondrias presentes en el grupo 1, 2 y 3; siendo la cantidad de mitocondrias en 1 >2 y 

2<3. 

Hay diferencia significativa (p < 0.05) en el porcentaje de daño mitocondrial entre los tres 

grupos, siendo en 1 < 2 y 2 > 3. 

No hay diferencia significativa (P<0.05) en el tamaño de las mitocondrias normales y 

dañadas de los tres grupos. 

Para los tres grupos no hay diferencia significativa (p<0.05) en el diámetro mitocondrial 

(mitocondrias normales) ni en el tamaño del sarcómero. 

Con estos resultados, podemos decir que la Ropitoína presenta efectos benéficos sobre los 

miocítos por la oclusión coronaria experimental y especialmente en la integridad de la 

estructura mitocondrial. 
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2-0BJE'I'IVOS 

l.- CARACTERIZAR LA FORMA Y ESTRUCTURA NORMALES DEL TEJIDO 

CARDIACO DE RATA MEDIANTE TECNICAS DE MICROSCOPIA OPTICA (MO) 

Y A NIVEL ULTRAESTRUCTURAL MEDIANTE TECNICAS DE MICROSCOPIA 

ELECTRONICA DE TRANSMISION (MET). 

2.- DETERMINAR LOS CAMBIOS ULTRAESTRUCTURALES QUE SE 

PRESENTAN AL INDUCIR EL INFARTO MIOCARDICO MEDIANTE LA 

OCLUSION DE LA RAMA DESCENDENTE ANTERIOR IZQUIERDA DE LA 

ARTERIA CORONARIA EN LA RATA. 

3.- ELEGIR PARAMETROS ULTRAESTRUCTURALES UTILES PARA 

CUANTIFICAR EL DAÑO DEBIDO A LA OCLUSION CORONARIA EN EL 

MODELO EXPERIMENTAL PROBADO. 

4.- DETERMINAR MEDIANTE UN ANALISIS POR MO Y MET EL EFECTO DE 

LA ROPITOINA SOBRE EL INFARTO MIOCARDICO INDUCIDO 

EXPERIMENTALMENTE EN LA RATA. 
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3 • INTRODUC:::C:::ION 

3.1 LA ENFERMEDAD M!OCARDICA 

3.1.1 INFARTO AL MIOCARDIO 

La enfermedad isquémica es aquella en la que el aporte de oxigeno está disminuido por un 

riego sangulneo insuficiente, si el volumen de sangre que llega al miocárdio, aunque este 

disminuido, es suficiente para cubrir las demandas tisulares, la enfermedad es de curso cllnico 

silencioso, y sólo aparecen manifestaciones clínicas cuando el aporte es insuficiente o cuando 

por cualquier causa (taquicardia, ejercicio, etc.), se produce un aumento de los 

requerimientos tisulares de oxigeno que la arteria coronaria no puede satisfacer por 

incapacidad de aumentar el flujo de sangre que la atraviesa. En estas condiciones aparecen 

slntomas, habitualmente el dolor precordial, que tiene la característica de ser fugaz y aparecer 

sólo en condiciones de esfuerzo para desaparecer en reposo, cuando se alivia el exceso de 

demanda de oxigeno. SI el déficit de oxigeno se prolonga excesivamente, ya sea por que la 

arteria sufrió un proceso de trombosis que ocluyó por completo su luz, o por el exagerado 

aumento de trabajo cardiaco, la zona miocárdica anóxica experimenta un proceso degenerativo 

irrecuperable conocido como infarto miocárdico(40). 

3.1.2 INCIDENCIA. 

Los estudios realizados en sujetos con enfermedad coronaria ateroesclerosa, han permitido 

reconocer ciertos factores de riesgo que combinados favorecen el desarrollo de la 

arteroesclerosis. Los factores que predisponen de alguna manera la instalación de la 

enfermedad coronaria son: hiperlipidemia, hipertensión arterial sistémica, Diabetes mellitus, 
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embolias y factores relacionados con hábitos, como por ejemplo la vida sedentaria, Ja tensión 

emocional, el tabaquismo (24,83) el alcoholismo (18,77,81) Ja adicción a cocaína (9,23) y 

mariguana (14), el uso de anticonceptivos oralest70,71), Ja edad (74,75). sexo (79,81), 

obesidad, ocupación (18,79) y herencia (28,30). 

La mayoría de estos factores constituyen situaciones características de la forma de vida de 

las grandes ciudades, por lo que son individuos que residen en los grandes circuitos urbanos, 

quiénes manifiestan la mayor cantidad y severidad de Jos problemas consecuentes a Ja 

ateroesclerosis (8,24). 

3.1.3 PREVALENCIA Y MORTALIDAD 

En los últimos años, las enfermedades del corazón han representado el foco de atención de 

muchas investigaciones, ya que, el tipo de enfermedades isquémicas son un grave problema 

de salud tanto en Jos países industrializados como en aquellos que no Jo son, incluyendo a 

México. 

En Jos países desarrollados el Infarto agudo al Miocardio es Ja causa más frecuente de 

mortandad, ya que en un 30 a 50% de Jos pacientes que fallecen por esta enfermedad los 

decesos suelen presentarse durante las primeras 24 a 48 horas después de la presentación del 

infarto (10). De las arritmias ventriculares presentes postoclusión Ja mas grave es Ja 

fibrilación ventricular y ésta es Ja que a menudo conduce a Ja muerte. En más del 75% de 

Jos casos Ja arritmia ventricular es la responsable del paro cardíaco y muerte súbita (79). 

Se ha encontrado que Ja muerte cardíaca suoita es la causa más común de muerte en 

hombres americanos entre 20 y 64 años de edad y una causa importante de mortalidad en 

personas de todas edades (79). 

Por lo anterior, el estudio de Ja enfermedad cardíaca es de gran importancia y requiere del 

conocimiento morfofuncional del sistema circulatorio y especialmente del corazón como 

órgano central del mismo. 
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3 2 ANATOMIA Y FISIOI OGIA NORMAL DEL CORAWN 

3.2.1 GENERALIDADES DEL SISTEMA CIRCULATORIO 

Fundamentalmente, el aparato circulatorio constituye un sistema de transporte e 

intercambio. Los vasos sangufneos de gran calibre del circuito proporcionan las vfas de 

distribución y recolección de los materiales transportados por la sangre. El corazón 

proporciona la energfa para movilizar la sangre por el circuito, y en los diferentes órganos 

se produce el intercambio de oxfgeno, dióxido de carbono y otros metabolitos a través de las 

paredes de los capilares (91). 

El corazón es un órgano muscular hueco, que al contraerse y relajarse ritmicamente, 

funciona como bomba, y asegura el movimiento de la sangre por los vasos sangufneos 

(arterias, arteriolas, capilares, vénulas y venas). 

Está constituido por un tipo especial de músculo, denominado estriado cardfaco 

involuntario, éste, es una red de fibras (células) anastomosadas, formando un sincitio. Está 

constituido por 4 cavidades:dos auriculares y dos ventriculares. La aurfcula derecha, que 

recibe la sangre de las venas cavas, se comunica con el ventrfculo derecho por la válvula 

tricúspide; a su vez el ventrfculo derecho está en comunicación con la circulación pulmonar. 

La aurfcula izquierda, que recibe la sangre a través de las venas pulmonares, se comunica con 

el ventrfculo izquierdo mediante la válvula mitral (bicúspide). 

El ventrfculo izquierdo está en comunicación con la circulación general mediante la aorta, 

de esta manera en el organismo existen dos circuitos importantes y separadas, vinculadas en 

serie, de modo tal que la sangre pasa por todo el cuerpo y luego a los pulmones, 

constituyendo esto la llamada circulación mayor y menor respectivamente (Fig.1) (93). 
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Fig.J: Sistema circulatorio. La sangre procedente de Jos rejidos del organismo. entra en la 

aurícula derecha (AD) y de aqul pasa al ventriculo derecho (VD), desde donde es Impulsada 

a los pulmones, en ellos se efectúa el intercam/Jio de gases para oxigenarse. La sangre 

procedente de los pulmones, llega a Ja auricula izquierda y pasa al ventriculo izquierdo 

(circulación menor AJ Del ventriculo izquierdo (Vl) es impulsada a través de la aorta a todos 

los órganos del cuerpo y de ahl vuelve al corazón (Circulación mayor B).Modif. 93. 
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3.2.2 EL MUSCULO CARDIACO 

El músculo cardíaco está formado por tres tipos celulares, las fibras musculares o miocitos 

y los miocardiocitos conducentes, denominado tejido especializado (93) y las células nodales. 

Las características tisulares del músculo cardíaco son claras aún a nivel de microscopía óptica. 

En la foto 1, se puede observar la disposición clásica de las fibras musculares en forma de 

red, también existen zonas sombreadas que limitan a las fibras formando líneas angulares que 

reciben el nombre de discos intercalares, tos cuales, son, especializaciones de las membranas 

plasmáticas que separan a las células musculares cardiacas conectándolas entre sí, a través de 

estas estructuras los iónes fluyen con mayor facilidad que en las membranas externas de 

manera que los potenciales de acción pasan de un miocito a otro a través de los discos 

intercalares sin dificultad por lo que el músculo cardíaco es un sincitio, en el cual el potencial 

de acción se difunde a todas las células a través de estas interconecciones en forma de red 

(88). 

Las fibras musculares desarrollan el trabajo mecánico de propulsión, éstas poseen un 

citoplasma diferenciado por completo (ver micrografía 1 ), el cual está constituido por largas 

miofibrillas caracterizadas por una estriación transversal, entre ellas se encuentran dispuestas 

paralelamente abundantes mitocondrias, lo cual está determinado por la gran necesidad de 

ATP requerido para la contracción (37,101). 

En el sarcoplasma (sustancia en la que están contenidos dentro de la fibra muscular las 

miofibrillas y organelos), se observa el retículo sarcoplásmico liso que presenta una 

organización especial de gran importancia para la realización de la contracción muscular. Otra 

característica importante, es la presencia de núcleos de forma oval con un carioplasma denso 

en el cual está presente cromatina dispersa lo que denota una actividad celular inten..a (95). 
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Foto 11 Cone longitudinal de músculo cardíaco. El núcleo (N) se encuentra en posición 

paracentral en las fibras, las cuales presentan estrias transversales. Algunas miojibrillas se 

separan al aproximarse al núcleo por lo cual dejan una región cónica de sarcoplasma en 

cada polo nuclear. Las uniones celulares tipo disco intercalar (DI) se denotan por wnas 

densas en fonna escalonada que se extienden a través de los limites de las fibras, 

generalmente a .la al/Ura de la /fnea Z. (H&E) X 1,200. Tomada de 97 pp 273. 
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M 

Micrograjla l f Cone /011gitudi11al de mú.rcu/o cardiaco, se muestra la disposición de las 

miofihri//as que dan el aspecto estriado a este tejido, la disposición de las mitocondrias (M) 

es paralela a las fibras. los discos intercalares (DI) y membrana sarcoplásmica (MSJ, X 

12,000. Tomada de 92 pp 295. 
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A nivel ultraestructural, ha sido posible observar que cada fibrilla está envuelta por un 

complejo sistema canalicular perteneciente al retlculo sarcoplásmico, que se ha diferenciado 

con el fin de responder tanto a las exigencias tróficas de las miofibrillas, como a la necesidad 

de conducir y propagar rápidamente el impulso eléctrico en el interior de la fibra. El retlculo 

sarcoplásmico está constituido por una serie de cavidades tubulares o laminares rodeadas por 

una membrana, cuyo aspecto se repite periódicamente,en relación a la estriación periódica de 

las miolibrillas uniendose mediante tubulos (T) a la linea z. 

Cada miofibrilla tiene un diámetro aproximado de 1 micra, y la misma longitud de la fibra 

muscular. Se observa también la membrana celular llamada sarcolema. La estriación del 

mdsculo cardíaco está determinada por las miofibrillas que contienen filamentos de actina y 

miosina, éstos se intercalan a manera de interdigitaciones y por lo tanto, las miofibrillas 

debido a un fenómeno óptico presentan bandas alternas claras y obscuras (ver Fig. 2). La 

porción de una miofibrilla situada entre dos lineas sucesivas se llama sarcómero y tiene una 

longitud aproximadamente de 2 micras en reposo (67,90,98). 

La representación del complejo sistema celular del tejido cardíaco se observa en la Fig.2. 
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Fig 2: Diagrama del músculo cardfaco como se observa a)con microscopio 6ptico (MO) y 

b)con microscopio electr6nico de transmisión (MET). Modif.de 94 pp 62. 
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3.2.3 LA MITOCONDRIA, ORGANELO FORMADOR DE ENERGIA 

Fundamentalmente, una mitocondria consiste en un organelo de doble membrana, y estas 

dos membranas definen dos e>11acios, el intermembranario y el de la matriz. La membrana 

externa es generalmente lisa, aunque micrografías electrónicas de muy alta resolución 

sugieren la presencia de fosas y poros de 25 a 30 amstrongs de diámetro. La membrana 

interna que tiende a seguir el contorno de la membrana externa en algunos lugares se invagina 

para formar las crestas mitocondriales (37, 101). 

Los espacios entre las membranas y las crestas parecen no tener alguna estructura, con 

pocas o ninguna inclusión granular. La membrana interna y sus invaginaciones rodean el 

espacio de la matriz, que generalmente tiene aspecto granular. Aunque la naturaleza de los 

gránulos no está claramente establecida, es posible que sean sitios de depósito de calcio. Hay 

alguna evidencia de que la liberación de grandes cantidades de calcio por las mitocondrias, 

pueda ser un mecanismo regulador importante para el metabolismo celular (37,101). 

Otros elementos importantes de la matriz mitocondrial son los ribosomas y se encuentran 

estrechamente asociados con la superficie de la membrana interna. La matriz también contiene 

DNA, que, por lo común está adherido a la membrana interna en un pequeño número de 

puntos (101). 

En la membrana interna de las mitocondrias, se sintetizan enzimas importantes tanto del 

ciclo del citrato como,de la cadena respiratoria y de la fosforilación oxidativa (formación de 

ATP con consumo de oxígeno). Desempeñan un papel esencial y central para muchas vías 

metabólicas incluyendo la desintegración y síntesis de carbohidrato, grasas y aminoácidos 

(33,101). 
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Los primeros citólogos observaron la división de algunas células que sólo contenían dos o 

tres mitocondrias. Observaron que podrían surgir mitocondrias nuevas de la división de las 

preexistentes. Observaciones similares se han efectuado en fechas recientes empleando algas 

para el estudio con microscopía electrónica (26). 

Existen otras evidencias que sugieren la división mitocondrial aún en el interior de células 

que no se eslán dividiendo (IOI). 

Las variaciones en la forma de las mitocondrias expresa también la pluralidad en sus 

funciones, según el tipo y el estado celular son: esféricas, basilifonnes, filamentosas o 

ramificadas. En relación con los procesos de transporte (en especial la acumulación de iónes), 

pueden hincharse o arrugarse. Mitocondrias aisladas adoptan la configuración ortodoxa 

cuando el medio se vacía de ADP, de manera que se interrumpen la fosforilación y la 

respiración acoplada. Si se añade ADP, vuelven a producir respiración y fosforilación, y la 

mitocondria muestra la configuración condensada. Algunos investigadores sospechan que el 

estado nonnal de las mitocondrias se halla entre estos extremos, y que las mitocondrias 

frecuentemente aparecen en la configuración ortodoxa en el microscopio electrónico debido 

a inactivación del metabolismo durante la fijación de las células para examen microscópico 

(micrografía 2 tomada de 104). 
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Micrografla 2: Confonnación mitocondrial onodoxa, probablemente debida al tratamiento 

del tejido para MET. Tomada de 104 

3.2.4 SISTEMA DE CONDUCCION (103) 

Son estructuras especificas, constituidas por grandes fibras con escasas miofibrillas 

periféricas, sarcoplasma abundante y núcleo central.tiene la función de generar impulsos 

rítmicos y de transmitir estos impulsos. Este presenta algunas masas anatomicamente 

diferenciadas: a)Nódulo sinusal, denominado marcapaso del corazón, b)Nódulo 

auriculoventricular, c)Fascfculo de His, éste se divide en las ramas derecha e izquierda, las 

cuales acaban en la red de Purkinje, que representa la última terminación de la' ramas del 

fascículo. Esta red une al sistema de conducción con las miofibrillas ventriculares (Fig.3). 
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Fig 3: Esquema del marcapaso elütrico y el sistema de conducción del corazón. Nodo 

sinoauricular (SA) y nodo auricu/oventricular (AV). Tomado de 103 pp 143. 
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3.2.S PROPIEDADES DEL MUSCULO CARDIACO 

1) Automatismo o Propiedad cronotrópica 

Esta es denominada ritmicidad, es la facultad del corazón para iniciar su propio impulso. 

Normalmente dicho impulso nace en el nodo sinoauricular (ver Fig.3). 

2) Excitabilidad o Propiedad Batmotrópica 

Esta propiedad es también llamada irritabilidad, es la facultad del corazón de responder a 

un estímulo y tiene varias características: a) periodo refractario efectivo o funcional (PRE). 

Se designa así al tiempo requerido para que el miocardio se restablezca lo suficiente para 

responder y transmitir una onda propagada a una distancia medible; b)Potencial de acción, 

es un potencial transmembrana o de membrana que puede registrarse colocando un 

microelectrodo dentro de una fibra cardíaca y otro fuera de ella. 

Durante la diástole el interior de la célula miocárdica es negativo con respecto al exterior 

(90 mv) y se dice que la membrana está polarizada; esta diferencia de potencial se denomina 

potencial de reposo. Cuando se estimula la célula (excitación) se produce el potencial de 

acción que comprende 5 fases (Fig.4a). Estos cambios de potencial se deben a movimientos 

iónicos (Na'-K' y Ca") a través de la membrana celular (Fig. 4b). 

3) Conductibilidad o Propiedad Dromotrópica. 

Esta propiedad es la facultad del miocardio de transmitir el impulso. Normalmente dicho 

impulso u onda de excitación nace en el nodo sinoauricular, se propaga rápidamente a las 

aurículas y a los haces internodales, llega al nodo auriculoventricular donde pasa con lentitud, 

recorre entonces el haz de His con suma rapidez, sus ramas y la red de Purkinje para 
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propagarse finalmente a la musculatura de los venbiculos (ver fig.3). El impulso u onda de 

excitación, durante su propagación , se acompaña de variaciones eléctricas como se ha 

mencionado, éstas pueden registrarse a través de Ja piel por medio de electrodos, y dicho 

trazado constituye el Electrocardiograma (ECG) normal. Por lo tanto, el ECG es la 

manifestación en la superficie del cuerpo de las ondas de despolari1.aci6n y repolarización del 

corazón (Fig.4c) (91). 

a 

Fig 4: a) Fases del potencial de acción en la célula cardiaca. b) Movimientos de Na'-K' 

y Ca• que provocan cambios en los potenciales de membrana durante la excitación celular. 

Abrev. PU, potencial umbral. PRM, Potencial de membrana en reposo. c) 

Electrocardiograma (ECG) de supetjicie. Modij. de 91. 
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4) Cootractibilidad o Propiedad lnotrópica 

Esta propiedad es la facultad del miocardio de responder a un estímulo contrayéndose, o 

sea, desarrollando una fuerza o tensión. La fuerza de contracción o tensión de los miocitos 

está sometida a la Ley del corazón de Starling que establece dentro de ciertos límites, cuanto 

mayor sea la longitud inicial de las citadas fibras y al final de la diástole, mayor será la 

fuerza de contracción, mas allá de dicho límite (límite fisiológico), las fibras están 

sobredistendidas y la fuerza de contracción disminuye. A diferencia del músculo esquelético, 

en el corazón, siempre hay una contracción máxima, es decir, según la ley del todo o nada. 

El músculo cardíaco se comporta de este modo a causa de la continuidad morfofuncional 

existente entre todas las fibras mus cu lares. La capacidad de contracción se debe al arreglo 

especffico de las proteínas constituyentes de las miofibrillas. 

3.2.6 INTERACCION ACTINA MIOSINA DURANTE LA CONTRACCION 

MUSCULAR 

Durante la contracción muscular los filamentos delgados de actina se deslizan 

progresivamente sobre los filamentos gruesos de miosina, provocando la contracción de los 

sarcómeros del músculo. De acuerdo con Huxley las cabei:as de miosina se unen a los 

filamentos delgados, recorren una corta distancia y provocan un movimiento. 

Este proceso de unión-liberación es repetido rápida y continuamente provocando un 

continuo deslizamiento entre los filamentos de las miofibrillas. En 1970 R. W. Lyman y 

Edwin W. Taylor propusieron el modelo que explica lo anterior y que esta representado en 

la figura 5 (97). 
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Fig 5: Modelo del mecanismo de deslizamiento enrre los mio.filamentos de actina y miosina 

para llevara cabo la contracción muscular según Lyman y Taylor 1970.Lafuerza contráctil 

es generada por un ciclo de inserción, desinserción y reinserción de las cabezas de miosina. 

lo cual hace que los filamentos se deslicen uno sobre orro. Esre proceso requiere energfa que 

proviene de la degradación de ATP en ADP y fosfaro, en el cual cada cabeza de miosina 

riene un sitio acrivo que actúa como adenosintrifosfatasa. Durante la relajación, las cabezas 

de miosina se despegan de los filamentos de acrina y los dos conjunros de filamentos se 

deslizan a la posición inicial (89). Tomada de 97. 
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3.2.7 ACOPLAMIENTO EXCITACION-CONTRACCION 

Basado en estudios efectuados con el microscopio electrónico y el uso de iones fisiológicos 

radioactivos "in vitro" con las proteínas contráctiles y moduladoras se ha llegado a la 

formulación de la explicación bioquímica del acoplamiento excitación-contracción cardíaca. 

Esta se esquematiza en la Figura 6 (I03). 

Fig 6: Acoplamiento de los procesos de excitación y contracción cardfaca. MC.mitocondria; 

1M-T,tropomiosina y troponina: Sac Lar.saco lateral: A-M. actina y miosina: SR,retfculo 

sarcopldsmico . Tomada de 103. 
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3.2.8 LOS CINCO SUBSISTEMAS CARDIACOS (103) 

Se puede considerar al corazón como un órgano compuesto por cinco subsistemas, por tanto 

los fármacos cardioactivos y diversos procesos patológicos afectan a cada uno de los sistemas 

de modo relativamente diferente. 

1) El marcapaso eléctrico 

Como se muestra en la Figura 3, el marcapaso de autodescarga del corazón (nodo 

sinoauricular), está situado en la aurfcula derecha; el impulso eléctrico que genera se propaga 

a las dos aurfculas, que son estimuladas a contraerse y luego a un sistema de conducción 

especializado, compuesto por el nodo auriculoventricular que retarda el impulso; éste se 

desplaza por un sistema de conducción rápida (ramas del haz de His) hacia los dos ventrfculos 

haciendo que éstos se contraigan. 

El marcapaso y las estructuras especializadas de conducción están regidos por la inervación 

intrínseca del corazón (sistema autónomo) que controla la frecuencia cardiaca y la velocidad 

con que son conducidos los impulsos por el sistema especializado. 

El marcapaso se caracteriza por poseer un potencial de membrana inestable. En lugar de 

tener un valor sostenido entre los impulsos, el potencial de membrana disminuye 

continuamente después de cada potencial de acción hasta que alcanza el valo.r de descarga y 

dispara otro potencial de acción (94). 

2) El mlisculo cardíaco 

El músculo del corazón (miocardio), está compuesto por fibras musculares columnares 

alargadas ramificadas e interconectadas (Micrografía No.!). Las paredes de las dos aurfculas 

son delgadas,luego, el ventrículo derecho es más grueso en pared muscular y finalmente el 

ventrfculo izquierdo posee mayor grosor y por tanto es el que posee mayor masa, tal 

diferencia está relacionada con la presión que debe generar cada ventrículo. 
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3) Válvulas Cardiacas 

En el corazón existen 4 válvulas unidireccionales, dos de ellas se encuentran entre Jos 

ventrículos y las grandes arterias (semilunar aórtica y pulmonar) y dos de ellas entre los 

ventrículos y las aurículas, denominadas auriculoventriculares (mitral y tricúspide) (Fig 7). 

Los dos pares de válvulas semilunares y auriculoventriculares actúan en forma alterna, es 

decir, cuando un par de ellas está abierto el otro se cierra. 

4) Circulación Coronaria 

Las arterias coronarias son las primeras ramificaciones de Ja aorta y el flujo sanguíneo que 

pasa por éstos vasos, suministra oxígeno y nutrientes al propio corazón (Fig 8). 

S) Inervación Autónoma del Corazón 

Las fibras nerviosas simpáticas (terminaciones nerviosas adrenérgicas que contienen 

noradrenalina,) se ramifican en el músculo cardíaco de las aurículas y Jos ventrículos, así 

como en el nodo sinusal y la unión auriculoventricular. El estímulo de este sistema acelera 

el marcapaso eléctrico, facilita Ja conducción a través del sistema de conducción especializado 

y aumenta la fuerza de contracción del miocardio. Las fibras parasimpáticas (terminales 

nerviosas colinérgicas que contienen acetilcolina), se ramifican en el marcapaso, en Ja uni6n 

auriculoventricular y en el músculo de las dos aurículas, la inervación colinérgica de los 

ventrículos es escasa. El estímulo del parasimpático retarda el marcapaso, demora la 

conducción a través del sistema de conducción especializado y reduce la fuerza de contracción 

de las aurículas. 
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Fig. 7: Válvulas del corazón. Durante la diástole. las válvulas mitral y tricúspide están 

abienas, durante la sfJro/e, las válvulas semilunares aórtica y pulmonar se encuentran 

abienas. Tomada de 95. 

Fig. 8: Circulación coronaria, La aneria coronaria izquierda, se divide en dos ramas la 

coronaria descendente anterior (inrervenrricular) y la circunjleja. Tomada de 103. 
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En condiciones normales, podemos decir que la capacidad del organismo para desarrollar 

un trabajo o un ejercicio depende en última instancia de la posibilidad del aporte de oxigeno 

a los tejidos, siendo mayor la demanda en estas circunstancias. Uno de los principales 

mecanismos para cumplir con estas exigencias, es la capacidad del corazón de aumentar su 

trabajo útil en términos de aumentos del volumen de sangre descargado en Jos vasos 

arteriales. A su vez el corazón, debe estar suficientemente provisto de oxígeno y substancias 

metabólicas para cumplir eficazmente con las demandas propias. 

El mayor aporte de oxígeno a la fibra miocárdica sólo ocurre por el aumento del flujo 

arterial coronario, por esta razón, es fácil comprender que en el último caso, la tolerancia al 

ejercicio, la reserva cardiaca y la adaptación del organismo a las condiciones de mayor 

trabajo dependen de la capacidad para aumentar el flujo coronario y de Ja integridad de los 

mecanismos que Jo hacen posible. Cuando existe desequilibrio enlre la oferta y Ja demanda 

de oxígeno en el músculo cardíaco se dice que existe insuficiencia coronaria (Fig 9) 

3.3.I CAUSAS DEL INFARTO MIOCARDJCO (99,100,94) 

La disminución del aporte de oxígeno al miocardio puede deberse a diferentes causas: 

a) Por disminución del flujo sangufneo al corazón , como sucede en Ja insuficiencia cardíaca. 

b) Por disminución del volumen de sangre circulante (anemia, colapso o shock). 

c) Por disminución del caudal sanguíneo coronario (lesiones obstructivas coronarias, ciertas 

enfermedades de las válvulas del corazón, embolia, lrombosis coronaria, anomalfas congénitas 

coronarias etc.) 

d) Por disminución de la presión parcial del oxígeno, aunque el flujo sanguíneo sea normal 

(lo que tiene lugar en la intoxicación por CO,, Ja altura, la asfixia, etc.). 
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Fig.9: Esquematiwcián de isujiciencia coronarla cuando existe descompensación entre el 

apone y la demanda de oxigeno. Tomada de 53. 
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Los procesos ateroescteróticos son tos de mayor importancia ya que se caracterizan por un 

engrosamiento, acompañado de un endurecimiento de ta pared arterial. Esta situación provoca 

una lesión del endotelio to cual promueve la agregación plaquetaria, la formación de trombos 

y ta calcificación de las mismas. De igual forma ta lesión endoteliat promueve et depósito de 

típidos, especialmente colesterol y calcio, además de una precipitación de fibrina en la capa 

Cntima de ta pared arterial. 

Los diversos padecimientos que causan de manera directa la obstrucción total o parcial de 

las arterias coronarias son: 

1) Hipertipidemia, especialmente hipercolesterotemia. 

2) Hipertensión arterial sistémica, la cual lesiona mecánicamente la pared de tos vasos, en 

especial al endotelio además de favorecer ta formación de placas ateromatosas principalmente 

en los sitios de bifurcación de las arterias. 

3) Diabetes me11itus, la cual causa daño en ta microvasculatura. 

Otra causa posible de obstrucción coronaria son tas embolias. 

El aumento de las demandas de oxígeno del músculo cardíaco es et otro factor básico 

susceptible de conducir a ta insuficiencia coronaria, y puede obedecer a causas múltiples: 

a) Por reducción de la eficiencia miocárdica, como acontece, por ejemplo, cuando existe 

taquicardia de atta frecuencia. 

b) Por aumento del trabajo cardíaco, en forma de un incremento del vigor contráctil (cuando 

existe hipertensión arterial) o un aumento del volumen minuto cardíaco (hipertiroidismo). 

El sitio y la extensión del infarto dependen de la distribución anatómica de los vasos, et sitio 

de ta obstrucción actual y de las oclusiones previas y de la eficiencia de la circulación 

colateral. Et sitio mas frecuente de trombosis es en la rama descendente anterior de ta 

coronaria izquierda, dando por resultado infarto de cara anterior de ventrículo izquierdo. 
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3.3.2 SINTOMAS, SIGNOS Y DIAGNOSTICO DEL INFARTO 

·La isquemia miocárdica causada por la oclusión de una de las ramas de la arteria coronaria, 

trae consigo múltiples alteraciones enzimáticas, humorales y bioquímicas, que se manifiestan 

en mas o menos tiempo y que son de utilidad, cuando los signos electrocardiográficos no son 

muy manifiestos. 

Los datos clínicos hemodinámicos se relacionan directamente con la extensión de la 

necrosis o de Ja cicatrización del miocardio. En el infarto leve, la hemodinámica puede ser 

normal. Con enfermedad mas grave, puede haber elevación de la presión ventricular izquierda 

telediastólica, asociada con el aumento en la presión diastólica en la arteria pulmonar y 

disminución del gasto cardíaco y también de la fracción de eyección (99). 

1) Síntomas 

!)Dolor premonitorio, sensación de malestar en tórax semejante al de la indigestión. Puede 

producir arritmias, hipotensión, choque o insuficiencia cardiaca. 

2)Dolor de infarto, puede empezar durante el reposo o con el ejercicio. El dolor es intenso 

y no cede con el reposo y aumenta en intensidad progresivamente y en ondas en unos cuantos 

minutos o un poco más. El paciente presenta súbitamente sudoración fría, se siente débil y 

aprensivo, se mueve buscando una posición que le calme el dolor. Pueden acompañar al 

cuadro, marcos, síncope, disnea, ortopnea, tos, respiración silbante, náusea y vómito o 

distensión abdominal. 

3)Infarto sin dolor, del 5 al 15 % de los casos ocurren sin dolor, simulando insuficiencia 

cardíaca aguda, síncope, trombosis cerebral o choque sin causa aparente (100). 
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2) Signos 

Los datos físicos son muy variables; la presencia de estertores, ritmo de galope, 

taquicardia, arritmias, bradicardia e hipotensión, se correlacionan bien con las evidencias 

clínicas y hemodinámicas de la gravedad del ataque y la extensión del miocardio necrosado. 

1) Choque, se le puede describir como un cuadro con presión arterial sistólica menor de 80 

mmHg, tez grisácea (cianosis periférica), confusión mental, piel fria y húmeda, disminución 

del gasto urinario, taquicardia o bradicardia y pulso débil. 

2) Efectos cardíacos, frecuentemente hay ritmo de galope, ingurgitación yugular y estertores 

basales. El edema pulmonar agudo o la insuficiencia cardíaca congestiva de curso rápido 

pueden ser las manifestaciones más aparentes. 

3) No existe fiebre al iniciarse, ni durante el choque prolongado. Generalmente la temperatura 

corporal, se eleva a 37 .8-39.4' C, rara vez alcanza los 40.6' C, en las primeras 24 horas, y 

persiste durante 3-7 días (100). 

3) Diagnóstico (100) 

Por diversos estudios se han podido caracterizar ciertos cambios que ocurren durante el 

infarto miocárdico los cuales pueden ser útiles para el diagnóstico de la enfermedad, entre 

ellos se encuentra que: 

-Las cifras del colesterol descienden. 

-Hay hiperglucemia e hiperazoemia transitoria. 

-Globulinas aumentadas especialmente la alfa-2. 

-Proteína e reactiva positiva. 

-Glucosuria inconstante y acetonuria pas~jera. 
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-Datos tempranos de anormalidades segmentarlas localizadas en el movimiento de la pared 

mediante la radioangiografía o ecocardiografia bidimensional. 

-Variaciones enzimáticas mostradas en la tabla 1. 

TABLA 1: VARIACIONES ENZIMATICAS DURANTE INFARTO 

MIOCARDICO 

LDH TGO ¡ CJ(.M},f l e K-wa 

r 
Cic.oa 

Aumenta Aumenta 

al máximo al al máximo 10 80 o 
5' día despues al 3• dla 

del infarto despues del Aumenta el 1 • dla despues del infarto 

infarto 

Los datos electrocardiográficos no necesariamente van de acuerdo con la intensidad del 

cuadro clfuico del infarto. El patrón curacterfstico promedio consiste en cambios espccfficos 

que siguen una evolución estereotipada en un lapso de varias semanas. Al principio aparece 

elevación del segmento ST y de T y ondas Q anormales; el segmento ST vuelve 

paulatinamente a la línea basal a medida que la onda T se invierte y se hace simétrica. El 

diagnóstico electrocardiográfico definitivo del infarto del miocardio sólo puede hacerse 

cuando coexisten estas tres alternciones. (Fig. 10 ECG alterndo). 
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Los cambios seriados ST-T son compatibles se presentan en caso de infarto, pero no son 

definitivospara el diagnóstico del mismo. El cuadro característico no aparece en presencia de 

bloqueo dé la rama izquierda o cuando un infarto previo ha alterado permanentemente el 

ECO. Aún en estos casos si el ECO se toma al principio del ataque, es frecuente observar 

desniveles de ST. 

a) lnveralOn de la Onda T 

R 

Fig JO: ECG alterado durante a)isquemia y b)infano miocárdico. 
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3.4. l GENERALIDADES Y TIPOS DE FARMACOS USADOS DURANTE EL 

INFARTO 

Existen muchos fármacos de acci6n cardiaca o cardioactivos, que de alguna forma pueden 

ayudar a prevenir, disminuir o retardar los daños provocados por anoxia, actuando a 

diferentes niveles sobre cada uno de los subsistemas cardíacos. 

TABLA No.2: GRUPOS DE FAR.MACOS USADOS PARA REDUCIR EL 

TAMAÑO DEL INFARTO 

.............................. ............................. . . . . . . . . . . . .. . . . . . . . . . . . . . . . . . -:-:.:.:-:-:-:-:-:-:-:-:-:-:-:-:-:-:-:.:.:-:·:-:-:-:-:·:-· . . . . . . . . . . . .. . . . . . .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. . . . . . . . . . . . . . . . 
::::::::::::::::::::::::oiüiro:::::::::::::::::::::::: ::::::::::::::::::::r.iRM-;,.:cos:::::::>::::::::::: 

BLOQUEADORES B-ADRENERGICOS 

BLOQUEADORES DEL CANAL 
LENTO DEL CALCIO 

NITRATOS 

ESTERO ID ES 

ANTIINFLAMATORIOS NO 
ESTERO ID ES 

AGENTES TROMBOLITICOS 

ENZIMAS 

AGENTES ATRAPADORES DE 
RADICALES LIBRES 

atenolol, metoprolol,propranolol, 
timolol 

verapamil,nifedipina 

nitroglicerina, nitroprusialo 

hidrocortisona, metilprednisolona 

aspirina, dipiridamol,ibuprofen 

estreptoquinasa,uroquinasa,plasmimlgeno 
tisular 

bialuronidasa 

alopurinol ,catalasa, manito!, superóxido 
dismutasa3 

r.stos ¡armacos son de uso comun en la clfmca. Tomaao ae :>.1. 
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Siendo la propiedad inotrópica (capacidad de desarrollar fuerza) la más evidente de las 

funciones cardiacas. el efecto más importante de los fármacos cardioactivos es el de 

modificar dicha propiedad ya sea aumentándola o disminuyéndola. En este sentido, los 

fármacos que disminuyen la fuerza de contracción son denominados depresores cardíacos, 

dentro de ellos se encuentran los antiarrftmicos pues su actividad antiarrftmica tiene un 

efecto inotrópico negativo. 

3.5 ANTIARRITMICOS 

3.S.1 GENERALIDADES Y MECANISMO DE ACCION. 

Las arritmias cardiacas son un grave problema en la práctica clínica, produciendose en 

un 25 % de los pacientes tratados con digital, 50% de los enfermos anestesiados y en más 

de 80% de las personas con infarto agudo al miocardio (102). 

Las arritmias cardiacas se definen como los trastornos de la frecuencia cardíaca, el 

ritmo y el origen o conducción de impulsos en el corazón. Estos cambios pueden ser 

desencadenados por diferentes factores entre los que se cuentan principalmente la isquemia 

por hipoxia y anormalidades de pH y electrolftos resultantes, estiramiento excesivo de la 

fibra cardiaca, descarga excesiva o hipersensibilidad a sus~1ncias reguladoras del sistema 

autónomo; además de la exposición a sustancias extrínsecas como digitálicos y otros 

productos que pueden ser tóxicos (100). 
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Las arritmias pueden requerir tratamiento debido a que las contracciones demasiado 

rápidas, demasiado lentas o asincrónicas, reducen el gasto cardíaco, y lo que es aún más 

importante, algunas arritmias pueden precipitar trastornos graves del ritmo o ser aún 

mortales, esto es por la despolarización ventricular prematura temprana que puede 

precipitar la fibrilación ventricular, la cual, es la principal causa de muerte de pacientes 

que presentan arritmias ventriculares. 

Aunque el factor que desencadene las arritmias puede ser diverso, éstas son producidas 

por alteraciones en la automaticidad, en la conducción o en ambas; es decir, por una 

actividad anormal del marcapaso o por la propagación de impulsos anormales. Así el 

propósito de la terapéutica antiarrftmica, es reducir la actividad de marcapaso y modificar 

la conducción alterada de manera crítica. El último objetivo puede comprender una 

mejoría de la conducción en la región deprimida o suprimirla en forma conjunta. Los 

principales mecanismos para alcanzar estas metas son: 1) bloqueo del canal del sodio, 2) 

bloqueo del canal del calcio 3) prolongación del período refractario efectivo y 4) bloqueo 

de los efectos del sistema autónomo simpático en el corazón. 

Los medicamentos antiarrftmicos reducen la automaticidad, conducción, excitabilidad y 

prolongan el período refractario en el tejido despolarizado más que en el tejido 

normalmente polarizado. Esto se logra principalmente por bloqueo selectivo de los canales 

de sodio o de calcio de las células despolarizadas (102). 
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3.S.2 CLASIFICACION DE LOS AGENTES ANTJARRITMICOS 

Vaughan Williams en 1978 divide a los fármacos antiarrítmicos en 4 clases (96). 

Clase 1: 
a) 

b) 

Clase 11: 

Estabilizantes de Membrana. 
con alargamiento de la duración del 
potencial de acción (DPA) y del periodo 
refractario efectivo (PRE). 
con acortamiento del DPA y el PRE. 

lnhibidores Simpáticos. 

Clase 111: Aquellas cuya acción primordial es la de 
aumentar la duración del potencial de acción. 

Clase IV: lnhibidores del canal lento del calcio. 

TABLA No.3: FARMACOS ANTIARRITMICOS 

:::~:: 1::::::::::::::9~tj~c;::::::::::::::1 ::::::::::~~qr.9ri~Q::::::::::: 
ALCALOIDES Quinidina 

la 
PARAMINOBENZAMIDA Procainamina 

PIRIDILFENILAMIDAS Disopiramida 

XILIDIDAS Lidocafna 
lb 

FENOXIAMINOALCANOS Mexiletina 

HIDANTOINAS Fenitofna 

11 BETA-BLOQUEADORES Propranolol 

111 BENZOFURANOS Amidarona 

IV DER. Verapamilo 
HOMOVERA TRILICOS 

Clasificación de antiarritmicos seg1ín Vaughan. Modif. de 96. 
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3.S.3 ROP:X:TO:X:NA. 

La ropitofna es un fármaco nuevo, derivado básico de la difenilhidantofna (fenitofna), se 

tiene como el clorhidrato del 3- J-( 4-fenil-1-piperidil)-propil l-5-(4-metoxifenil)-5-

fenilhidantofna, esta estructura se presenta en la Fig. 11, sus siglas son TR-2985. 

En 1980 Vidrio y col. (87), valoraron este compuesto encontrando que posee un efecto 

antiarrftmico significativo, además lo compararon con la fenitofna y otros antiarrftmicos 

encontrando que posee un efecto más potente (51). 

Fig. 11: Estroctura de la Ropitolna 

La Ropitofna ha sido probada en diferentes modelos experimentales antiarrftmicos 

principalmente en rata y perro (41,66,83) encontrándose que presenta dicho efecto porque 

retarda la aparición y disminuye los episodios arrltmicos (51). 

En el estudio realizado por Martfnez A.L. en 1991, se demuestra que la Ropitoina tiene 

efecto en la disminución del tamaño del infarto. La disminución de la extensión del infarto 

fue significativa estadísticamente en los tiempos 4, 8, 24 y 40 h. postoclusión verificando que 

a los tiempos de 72 y 96 h. no presenta efecto significativo sobre la disminución del tejido 

lesionado. 
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En la tabla No.4 se presentan los resultados del estudio realizado por Martfnez en 1991 y 

la representación gráfica se presenta en el gráfico No.1 el cual describe el efecto de la 

Ropitofna en la evolución temporal del tamaño del infarto miocárdico en rata (53). 

TABLA No.4: EFECTO DE LA ROPITOINA EN LA EVOLUCION DEL INFARTO 

INDUCIDO EXPERIMENTALMENTE 

Grupo 
control 

e.t.m. 

Grupo 
tratado 

e.t.m. 

GRUPO 

........................... . . . . .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. . . . . . . . . .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. . . . . . . . . . . . . . . . . . 

20.77% 27.16% 35.91 % 39.19% 19.96% 13.85% 

1.07 2.14 2.08 1.02 0.09 1.07 

13.42% 19.70% 28.12% 30.11 % 20.86% 15.87 

1.27 1.30 0.88 1.19 1.68 1.49 

PORCENTAJE DE MIOCARDIO INFARTADO 

Al grupo control se le administró propi/englicol 0.33mllkg; al grupo tratado Ropitolna 
Jmglkg: n=5 para los dos grupos. Modif. 53. 
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1 ROPITOINA 1 mg. / kg. l.M. 

1 ~~~~~~~~---, 

1 

1 50 

1

1 40 

30 

1 

N : 

~ 20 T ' 

~:·¡ -~· 
o 

o 8 24 48 72 96 

T.::•.•;- : •. ::. '- : - - :;, ~" ¡ "'' .~ 
---~~---~ 

~-;~~-;~~~;;---.GRUPO CONTROL 1 

Grdjica No. I: Efecro de la Ropirofna en la evolución del infano inducido 
experimenralrnenre. Modif. de 53. 
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3.5.4 DIFENILHIDANTOINA "DFH" 

Aunque aún no se conoce con exactitud el mecanismo de acción de la Ropitoína se le 

atribuye el de su precursor químico, es decir la DFH (Difcnilhidantoína o Fenitoína), el cual 

consiste en una estabilización de la membrana (102) que interfiere con los intercambios 

eatiónicos, sobre todo del flujo de sodio, que explica la disminución de la pendiente de 

despolarización de la fase 4 de las fibras automáticas. En esta forma la estabilización de la 

membrana junto con la disminución de la duración del potencial de acción colocan a la 

fenitoína en la clase lb. 

Hoffman B. F. y Bigger T.J. clasifican a la DFH junto con la lidocaína y la procainamida 

como excelente en su eficacia contra las arritmias en comparación con la quinidina y 

propanolol calificados como regularmente eficaces (102). 

En la tabla 5 se presentan algunos efectos de la DFH con respecto a otros fármacos. 

TABLA No.S: CARACTERJSTJCAS ELECTROFISJOLOGICAS DE 
V ARIOS ANTIARRITMJCOS 

. . . . . . . . . . . . . . 
: : : : : :tA;.(1i1o~:Jt1ifi:i\s:::::: : :pJt!)GMNA.~J· 
: : :t:tn)t:A~ :o¡;:~tµO{~)llJI¡'.: : : : :; : ·::: p~::::::: · 

Automaticidad 

Capacidad de respuesta 

PRE en relación con DPA 

Exitabilidad 

Tiempo de conducción A V 

Arritmias experimentales 
inducidas por ligadura 

coronaria 

D 

D 

A 

D 

SC,A 

++ 

D 

D 

A 

D 

se, A 

+ 

........... . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
D 

SC,A 

A 

se 
SC,D 

++? 

DFH,Difenilhidantolna: PRE.Periodo refractario efectivo; DPA,duración del potencia/ de 
acción; +, moderadamente eficaz.; ++,eficaz.; +++,sumamente eficaz.; A ,aumentado; 
D,disminuido; SC,sin cambio. Modif. de 102 pp 821. 
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En la gran mayoría de los casos una de las causas y mecanismos capaces de provocar 

insuficiencia cardíaca, es la oclusión parcial o completa de una rama más o menos 

importante de las arterias coronarias de etiología ateroesclerótica. 

Cabe mencionar que los mecanismos celulares y las alteraciones involucradas y operativas 

en estos factores no se han clarificado totalmente, pero los altos índices de correlación entre 

los factores mencionados y la aparición de la enfermedad coronaria en sus expresiones más 

importantes la angina de pecho y el infarto del miocardio, son indudables. 

Por lo tanto, para estudios sobre esta enfermedad se debe considerar, la importancia 

funcional de las arterias ya que mientras la coronaria derecha irriga principalmente tejido 

específico del sistema de conducción (el nodo sinusal, el aurfculoventricular y parcialmente 

la rama derecha del haz de His), la coronaria izquierda nutre básicamente tejido muscular 

(todo el ventrículo izquierdo y los dos tercios anteriores del tabique interventricular). Se 

admite que la coronaria izquierda se distribuye en las tres cuartas partes del corazón y la 

coronaria derecha sólo lo hace en la parte restante. 

De hecho la oclusión de la arteria coronaria derecha rara vez provoca la muerte del 

enfermo y sólo da lugar a la aparición de arritmias de diversas importancias, mientras que 

la interrupción de la circulación en la arteria coronaria izquierda, afecta al corazón en su 

función de bomba por compromiso de la masa muscular contráctil y en muchos casos, lleva 

a la muerte súbita o a la insuficiencia cardíaca. 
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Es clara entonces la gran importancia de establecer modelos experimentales de infarto 

miocárdico que provean de información concerniente a la morfología, bioquímica, 

electrofisiología, y propiedades mecánicas del miocardio infartado, así como los cambios 

hemodinámicos que ocurren siguiendo la oclusión de la arteria coronaria. 

Los modelos experimentales usados para cada estudio requieren de animales en los cuales 

el infarto puede ser producido y cuantificado fácilmente, consistente y económicamente 

(17,31). 

El animal más usado es el perro,pero la ligación de la arteria coronaria causa muchas 

dific.ultades en el laboratorio y requiere procedimientos quirúrgicos laboriosos. El infarto 

resultante de la ligación en sitios similares de algunas arterias puede variar grandemente en 

tamaño, así que un gran número de estos animales relativamente costosos, son requeridos para 

conseguir resultados estadísticamente significativos (17). 

Las técnicas disponibles para la oclusión de la arteria coronaria en animales pequeños tales 

como la rata ( 41 ), presentan ventajas, por que la oclusión quirúrgica es fácil de realizar y 

no se requiere de equipo especializado, la compra y mantenimiento de estos animales es mas 

económica, los corazones de rata son pequeños y por lo tanto pueden ser muestreados 

ampliamente en pocas secciones histológicas y la cuantificación del infarto es más fácil. 

El modelo de infarto miocárdico en rata, ha sido utilizado para estudiar las características 

morfológicas de evolución del mismo (13, 16) y para evaluar el efecto de varios agentes 

farmacológicos sobre el tamaño del infarto ( 2'1 ). Desde entonces, este modelo muestra 

grandes promesas para el estudio de intervenciones que modifiquen la evolución del infarto 

(31). 
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5. DESARROLLO EXPERIMENTAL 

S.I MATCRIAL Y REACTIVOS 

BIOLOGICO 

Ratas Wistar macho de 8 semanas de edad y 240-300 g de peso 

SOLUCIONES 

Oclusión: Solución Salina Isotónica 

Eter (anestésico) 

Propilenglicol al 50 % 

Perfusión: Solución Salina Isotónica 

Buffer pH 7.2 

Glutaraldehido al 2 % 

Microscopía Electrónica: 

Glutaraldehido al 2 % 

Alcohol (40,50,60,70,80,90 y 100 %) 

Tetr6xido de Osmio al 1 % 

Buffer pH 7.2 

Oxido de Propileno 

EPON (resina para inclusión) 

Solución Reynolds 

Tungstanato de Magnesio 

Azul de Metileno 



EQUIPO: 

Material Quinírgico 

Aparato de Perfusión 

Ultramicrotomo 

Microscopio de Luz 
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Microscopio Electrónico de Transmisión JPS-100 

Aparato de Vacío 

S.2 D!SEf!O EXPERIMENTAL 

.................. ·.11 · ... ·.·.·.·.·.·.·.·.·.·.·.·.·.·.·.·.·.·.·.·.·.·.·.·.·.·.·.·.·.· 
~: ~: ~:~ :: ~: ~: '. :~~~~{j: ~: ~: :: ~: '.: ~: ~ 1 ~ '.~ ~:~: :: :: : : : : '. :: :: :: ~0Mi~~ST~9~t:i. :: :: : : : :: :: :::: 

Control sano 6 ninguna 

2 Control con Oclusión 6 vehículo= 0.1 mi Propilenglicól/SSF 1:1 

3 Tratado con Ropitoína 6 1 mg/kg peso/O.! mi vehículo 
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18 Ratas Wlstar 

I \ 
GRUPO 1 

Sin administrar 

OCLUSION DE LA ARTERIA DESCENDENTE ANTERIOR IZQUIERDA 

8ACRll'ICIO DE LOB ANIMALES 

~--!---,, 
FIJACION DI! LOS CORAZONES "IN SITU" POR PERPUSION 

EXTRACCION Y CORTE TRANSVERSAL DE LOS CORAZONES 

+ 
ZONA 2 Y 5 

TRATAMIENTO PARA MO 

OBSl!RW.CION 

RES. CUA.LITATIVOB 

+ 
ZONA 1 (APICE) 

TRATAMIENTO PARA MET 

OBBER'ACION 

rus. CUALITATIVOS 

ANAt.1818 

RES. CUANTITATIVOS 

Fig. 12: Diagrama de flujo del diseno experimental. 
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S.3 METODOLOG!A 

La técnica para inducir el infarto miocárdico en la rata, está basado en los reportes 

descritos por Jhons y Olson (41) y sucesivamente por Seyle y col. (80). 

El fármaco utilizado en este trabajo fue la ROP1T01NA, derivado básico de la 

Difenilhidantoína, valorado por Vidrio y col. en 1990, ellos encontraron que posee efecto 

antiarrftmico. 

Administración: Al grupo control sano . (1) no se le administra. Al grupo control con 

oclusión (2), se le administra 0.1 mi de vehículo (propilenglicol/SSl 1 :!). Al grupo tratado 

con fármaco se le administra ROPITOINA en dosis de 1 mg/kg de peso /0.1 mi de vehículo 

por vía I.M. 

Oclusión: 30 minutos después de la administración se anestesia cada rata con éter etflico y 

se procede a ocluir la arteria coronaria descendente anterior izquierda, para ello se realiza una 

incisión en el costado izquierdo a nivel torácico entre la 4' y 5' costilla para exteriorizar al 

corazón, se liga la arteria coronaria izquierda con hilo seda de 4/0 utilizando una aguja 

atraumática, se regresa el corazón a la cavidad y se sutura la herida, de ser necesario es 

posible asistir la respiración con una homhilla de hule para insuflar los pulmones y restaurar 

la presión negativa intratoráxica, permitiendo la recuperación de la rata (41) 

Perfusión: Después de 4 h. de haher realizado la oclusión se lleva a cabo la perfusión del 

corazón. Para ello, la rata, se anestesia nuevamente con éter, se sujeta a una mesa de 

operación, se ahre el ttlrax y se localiza la aorta, esta arteria se bloquea con unas pinzas de 

hemóstasis y por abajo de la ligadura se introduce un punzocat número 19 previamente 

heparinizado, por medio del cuál se lava el corazón con Buffer de fosfatos pH 7 .2, al mismo 

tiempo se cortan las venas pulmonares para permitir la circulación del amortiguador, 

finalmente se introducen to mi de glutaraldehido al 2 % para llevar a cabo la fijación "in 

situ", tomando en cuenta las precauciones descritas en el Apéndice l. 
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Foto 2: Oclusión de la aneria coronaria descendente anterior izquierda. (ver texto 

pag.49). 
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Tratamiento de los corazones: Se extrae el corazón y se corta en rebanadas transversales 

Asignandoles número en orden ascendente del ápice hacia arriba como se muestra en la figura 

13. Posteriormente, las rebanadas 2 y 5 se separan para microscopía óptica y se colocan 

completas en un frasco hial que contiene glutaraldehido al 2 % tomando en cuenta las 

precauciones necesarias durante la fijación de un tejido (ver punto 1 del Apéndice JI). Dichas 

muestras se deshidratan y se incluyen en parafina obteniendo cortes para microscopía óptica 

los cuales se tiñen por la técnica Tricrómica de Massón. 

El estudio cualitativo realizado en estas muestras se centró en una zona de cada corte 

transversal obtenido para las zonas 2 y 5 correspondiente a la wna miocárdica del ventrículo 

izquierdo marcada como Zona A en la figura 13: 

Zona A 

oe 
MET ~~9 

M0~-1 m; 1 1 
_j 

Fig. 13: Procesamiento de las muestras. La rebanada I fue procesada para MET, las 

rebanadas 2 y 5 fueron procesadas para MO y la 7.ona A es el área en la que se centró el 

e.rtudio de MO para las zonas 2 y 5. 
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En cuanto las muestras para MET,se procede de la siguiente forma: la rebanada 1 se corta 

en cubos de lmm mediante Ja técnica de navajas encontradas, se colocan los trozos de tejido 

en un frasco bial con fijador al 2% durante 2 horas, posteriormente se realizan 3 lavados con 

solución buffer pH 7 .2 durante 10 minutos cada uno, se efectúa una postfijación con tetróxido 

de osmio al 1 % durante 2 horas, se lavan nuevamente las muestras 3 veces por períodos de 

10 minutos, continuando con Ja deshidratación del tejido en alcoholes de 40,50,60, 70 80, 

90 y 100% con intervalos de 10 minutos cada cambio.Una vez deshidratadas las muestras se 

realiza Ja infiltración, en esta experimentación el solvente utilizado fue el óxido de propileno 

y la resina Epon-812. 

La técnica es Ja siguiente: 

Oxido de propileno 2 cambios/JO minutos cada uno 

Oxido de propileno·resina 2: 1 1 cambio 130 minutos. 

Oxido de propileno-resina 1: 1 1 cambio /60 minutos. 

Oxido de propileno-resina 1 :2 1 cambio /toda la noche. 

Resina 100% 1 cambio /3 horas. 

Las muestras se colocan en contenedores especiales y se rellenan con resina para formar 

bloques que serán utilizados para obtener cortes finos observables en MET, el tejido debe de 

colocarse en la punta del contenedor y debe procurarse evitar la formación de burbujas de 

aire (ver Apéndice 11 punto 3), los contenedores se colocan en la estufa a 30"C, la 

temperatura se aumenta gradualmente durante dos días hasta llegar a 60'C para permitir una 

polimerización adecuada. 

Cuando los bloques han polimerizado se lleva acabo la formación de pirámides necesarias 

para la obtención de cortes finos (ver Apéndice lll). Los cortes linos útiles se contrastan por 

la técnica de tinción doble electroconductiva (ver Apéndice IV). Las muestras se observan al 

microscopio electrónico de transmisión (JPS-100). 
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Basándose inicialmente en las observaciones de MO, se hizo el análisis cualitativo de los 

grupos eligiendo los parámetros a evaluar por MET, los cuales podrían ser útiles para evaluar 

el daño causado por la oclusión así como los cambios debidos al uso del fármaco probado. 

Para realizar el análisis cuantitativo se tomaron fotos de manera aleatoria en cada corte 

obtenido de cada muestra y se determino el número total de mitocondrias, número de 

mitocondrias normales y dañadas por cien micras cuadradas de tejido, el tamaño del 

sarcómero y el diámetro mitocondrial para cada grupo e'tudiado. 



P. Experimental 54 

G_ RESULTADOS 

6.1 MICROSCOPIA OP'[ICA 

6.1.1 Aspectos Cualitativos 

Se compararón cualitativamente las caracteristicas celulares y tisulares entre el grupo 

control con oclusión (2) y el grupo con previo tratamiento de Ropitoína (3) encontrando 

claras diferencias entre ambos grupos.entre las que se pueden mencionar: Adelgazamiento de 

fibras, presencia de fibroblastos, edema, hemorragia, congestión, infiltración leucocitaria, 

presencia de macrófagos, despolimerización, espacio intercelular aumentado, presencia de 

vacuolas intracitoplasmáticas, fibras onduladas y necrosis coagulativa (8,21). 

Las fotos 3 y 4 muestran dos cortes de músculo cardíaco tomadas de muestras de miocardio 

de ratas del grupo 1 (sanas), estas presentan características normales en cuanto al acomodo 

de las fibras dispuestas regularmente y unidas por los discos intercalares característicos, su 

forma es columnar alargada ramificada y se presenta una proporción considerablemente mayor 

de fibras musculares en relación al tejido conjuntivo colageno laxo, el cual presenta los 

elementos estructurales propios de este tejido, las fibras musculares presentan un grosor 

caracteristico evaluado en la zona A del miocardio (ver pag.51) y aunque se pueden apreciar 

fibras con cierto ondulamiento, este no es excesivo ni muy notorio. Los núcleos presentan 

forma oval o redonda dependiendo de la proyeccion del corte, la estructura de las miofibrillas 

se aprecia totalmente íntegra y continua en el arreglo intercalado de actina y miosina cosa que 

se evidencia por la apariencia normal de estrias transversales. En general la estructura de este 

tejido es comparable con la de la foto 1 (ver pag. 13) en la que se muestra un corte 

longitudinal de musculo cardiaco (por MO). 
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Foto 3: Cone transversal de ventriculo izquierdo del grupo 1 (control sano). En esta/oto se 
puede apreciar la estructura nonnal del músculo cardfaco, se observan los núcleos (N) en 
posición paracentral (H & E) J 6 X. 

Foto 4: Cone transversa/ de corazón de rata del grupo l (control sano) en donde se puede 
apreciar que el arreglo de las miojibrillas provoca el efecto óptico de estriación. 
(H & E). /6X. 
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Las fotografías 5 y 6 muestran la forma y disposición característica de las células del 

miocardio en ventrículo izquierdo para los grupos 2 (control con oclusión y sin tratamiento) 

y 3 (con oclusión y tratamiento de ropitoina) 

La imagen de la foto 5 nos muestra un corte transversal del corazón del grupo 2 donde se 

puede apreciar marcadas diferencias con la morfología normal y característica del miocardio 

sano (ver fotos 3 y 4). Inicialmente se puede apreciar un cambio en la apetencia tintorial de 

las fibras cardiacas presentes en Ja zona afectada extendiéndose a veces hasta el septo 

interventricular (séptum) y la pared del ventrículo derecho, ya que las miofibrillas en lugar 

de captar el color rojo escarlata que debe tomar con la técnica utilizada (tricromica de 

Masson) se tiñeron de un color que va desde el azul intenso basta un tono lila o violeta, lo 

que sugiere un cambio bioquímico en las células afectadas por la isquemia. En la técnica de 

Masson las fibras musculares y eritrocitos se tiñen de rojo,el tejido conectivo de azul y 

núcleos de morado a negro, evidenciando esta primer situación una diferencia morfofuncional 

entre el tejido sano y el sometido a la oclusión coronaria. 

La foto 6 fue tomada de un corte histológico del coraz<ln en la misma zona que la foto 

anterior (número 5 en la pared del ventriculo izquierdo). Tamhién en esta foto se aprecia un 

cambio en Ja apetencia tintorial de las fibra• miocardiales, aunque, cabe señalar que la zona 

afectada es menor en extenci6n así como en intensidad de la coloración azul presente en las 

fibras. 
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Foto 5: Cone transversal de miocardio del ventriculo izquierdo del gropo 2 (control con 
oclusión). En esta foro se puede apreciar el cambio de apetencia tintorial del tejido afectado 
por la oclusión. (Fricrómica de Masson) 16 X. 

Foto 6: Cone transversa/ de corazón de rata del gropo J (tratado con ropiroina en donde 
se puede apreciar que la extención de la zona afectada por la oclusión es menor que en la 
foto 5. J. 2 X. 
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La foto 7 corresponde al grupo 2 fué tomada en una zona correspondiente al límite de la 

zona infartada. Se observa la diferencia estructurnl existente entre fibrns adyacentes con 

diferentes grados de afección debido probablemente a los diferentes niveles de isquemia. 

Arriba están presentes fibrns que están teñidas debilmente(tono azulado), además estas fibras 

presentan una reduccidn en su diámetro y en concecuencia el espacio intersticial se ve 

aumentado. Abajo la mayorfa de las fibras muestran un color rojo escarlata intenso, diámetro 

mayor y menos espacio intersticial correspondiendo estas a fibras aparentemente normales. 

Foto 7: Cone transversa/ de corazón del grupo 2. Se aprecia la diferencia de tinción y 
diámetro de los fibras musculares entre fibras adyacentes de la zona cercana al borde del 
in/ano. (I'ricróniit:ll de Masson). 16 X. 
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En la foto 8 se muestran dos cambios importantes ocurridos en el grupo 2 en 

comparación con el 3, donde observamos un claro adelgazamiento de los miocitos 

evidenciado por el aumento en el espacio intercelular que corresponde a los espacios 

blancos en la foto, además dichos espacios intercelulares estJin ahora invadidos por 

gran cantidad de tejido conjuntivo evidenciado por la presencia de núcleos de 

libroblastos. 

En la foto 9 correspondiente a un corte del corazón de la misma zona estudiada pero 

del grupo 3, se puede apreciar que aunque existen lesiones provocadas por la isquemia, 

tales como adelgazamiento de libras, aumento del espacio intersticial, 

desnaturalización de fibras etc., sin embargo, estas lesiones son significativamente 

menores que en el grupo no tratado, cabe señalar que inclusive la arquitectura general 

se ve mas estable. 



Foto 8: Esta foto del grupo 2, nos ofrece un detalle en donde se puede apreciar el 
adelgaz.amienro de los miocardiocitos, as{ como la evidente activación del tejido conectivo 
que tiende a sustituir al tejido dañado que Iza dejado grandes espacios intercelulares. 
(Tricrómica de Masson). 16 X. 
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Las fotos 10 y 11 muestran el ondulamiento presente en fibras cardfacas,del grupo 2 y 3 

respectivamente. Y aunque este, a sido reportado como un daño no debido a la isquemia (80), 

en nuestro trabajo el ondulamiento fué notoriamente mayor en las ratas no tratadas que en 

las que recibieron el fármaco. 

En la foto 12 se muestran otros cambios tisulares encontrados y que fueron tomados como 
parámetros de daño miocárdico los cuales son: 

1.- Hemorragia evidenciada por la presencia de eritrocitos fuera del lecho vascular sin ruptura 
notoria del vaso sanguinco. 

2.- Congestionamiento caracterizado por que normalmente en los capilares promedio no es 
común encontrar eritrocitos aglomerados. 

3.- Infiltración linfocitaria que no es normal en el lecho vascular (pavimentación), así como 
fuera del mismo. La coloración azul en la foto está dada por las fibras de colágena, que son 
las mas abundantes del tejido conectivo. 

En la foto 13, se muestra un detalle de la abundante infiltración leucocitaria así como de 
la desnaturalización de las miofibrillas. 
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Foto JO: Nos muestra el ondulamiento presente en las fibras de muestras del grupo 2, la 
cual, es aún mayor en la zona de fibras dwladas. (Tricrómica de Masson). 16 X. 

Foto 11: Nos muestra el ondulamiento presente enfihras de muestras del grupo 3, el cual 
es menor que el que se observa en /afato 9. (Tricrómica de Mas.ron). 16 X. 



Foto 13: Toma del gmpo 2, muestra a dera/le despolimerización (D) e infiltración 
leucocitaria. se observan neurrófi/os (N). macrófagos (M) y Lil!{ocitos (L). (Tricrómica de 
Masson). 16 X. 

p 
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A continuación se muestran dos fotos del grupo 2 (sin tratamiento) en la 14a se nota 

perfectamente a detalle las sarcómeras así mismo aparece señalada con una ílecha una 

miofibrilla en la que se aprecia claramente que está sufriendo un proceso de 

despolimerización, por otro lado hacia la izquierda de la falo las proteinas despolimerizadas 

(producto de la muerte celular) dejan una especie de saco azul que conserva parcialmente la 

forma de fibra muscular pero que obviamente no permanece integra, esta desorganización 

estructural y funcional evidentemente es lo que causa la diferente apetencia tintorial presente 

en las muestras observadas. 

La foto 14b corresponde a otra zona de la misma muestra y presenta el mismo aspecto. En 

el lado izquierdo es evidente la acumulación de material amorfo teñido de azul. 

A diferencia de las dos anteriores la foto 15 se aprecian fibras miocárdicas de muestras con 

tratamiento de ropitofna y en ella es evidente la diferencia en la afección de la estructura 

miofibrilar que si bien presenta alguna irregularidad en las estriaciones esta no es tan 

marcada, además de que ésta como otras muestras del mismo grupo no presenta la variación 

en la apetencia tintorial que se presentó en las muestras no tratadas. 
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Foto J 4a: Detalle de la desnaturalización proréica que s1ifren las fibras afecradas par la 
isquemia. La fibra Je1Jalada con una flecha muestra c/arameme dicho proceso. (Tn"crómica 
de Masson). 40 X. 

Foto 14h: Otro detalle de la des11at11raliwciún proteica. las dosfotosfuerón tomadas del 
gmpo 2 (con oclusión y sin rratamiemo) (fricrómica de !vfasson). 40 X. 
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Foto 15: Aspecto de la despo/imerización presente en el gmpo tratado con ropitoina 
previamente a la oclusión de la coronaria ascendente anterior izquierda . (Tricrómica de 
Masson). 40 X. 

Aunque la necrosis coagulativa no es muy evidente en preparaciones histológicas antes de 

8 hrs (1,21) nosotros observamos que en cuatro de seis muestras del grupo control con 

oclusión sí se presentó este tipo de lesión en grado moderado, esto se muestra en la foto 16 

marcada con flechas donde están presentes zonas opacas con aspecto de vidrio esmerilado y 

que se identifican como zonas de necrosis coagulativa. 

Ademds en el grupo con tratamiento también se presentó esta lesión pero en menor grado 

de daño, esto se demuestra en la foto 17, donde la apariencia de vidrio esmerilado es menor 

que la de las zonas señaladas en la foto 16. 



Foto 17: Evidencias de necrosis coagulativa 4 h. postoclusión en el grupo 3 donde se 
identificó como de grado leve. (Tricrómica de Masson) 40 X. 
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A continuación se presentan las tablas acumulativas de frecuencia con la que se observó 

cada tipo de daño evaluado y el grado del mismo en la rebanada 2 y 5, representando dichos 

resultados en las gráficas 2 y 3, en ellos se muestra claramente las diferencias entre el 

porcentaje de muestras en cada grupo que presentan los diferentes tipos de lesiones. 

TABLA No.6: COMPARACION DE LA FRECUENCIA EN EL GRUPO 2 
Y 3 DE CADA TIPO DE LESION EN LA ZONA 2 
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Gr, grado de la lesión; L,lel'e; M,moderada; S,sel'era. Grupo 2= Control con oclusión; 
Grupo 3 = Tratado con Ropitolna (lmglkg) 30 min. prel'ios a la oclusión. 
La frecuencia presentada es porcenmal con respecto al número de muestras analiuuias. 
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GRAFICA No.2:FRECUENCIA DE CADA TIPO DE LESION POR GRUPO 

EN LA ZONA 2 
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TABLA No.7: COMPARACION DE LA FRECUENCIA EN EL GRUPO 2 
Y 3 DE CADA TIPO DE LESION EN LA ZONA 5 

,,., 
.,, 11.J 
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PRESENCA Dll MACROFAOOS 

'" 

Gr. grado de la lesión; L,leve; M,moderada; S,severa. Gropo 2= Control con oclusión; 
Gropo 3 = Tratado con Ropitofna (lmglkg) 30 min. previos a la oclusión. 
La frecuencia presentada es porcentual con respecto al número de muestras analizadas. 
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La micrografía 3 nos muestra las caracteósticas del músculo cardíaco sano, donde, se 

observa la estriación originada porque los miocardiocitos contienen filamentos de actina y 

miosina intercalados, por tanto, las miofibrillas tienen bandas alternas claras y obscuras. 

Las bandas claras contienen los filamentos de actina, las bandas obscuras contienen los 

filamentos de miosina, así como Jos extremos de actina cuando se superponen a la miosina. 

La linea Z también pasa de una miofibrilla a otra uniendo las miofibrillas entre si a lo largo 

del miocito son estas bandas las que dan al músculo cardíaco el aspecto estriado. Se observa 

la disposición regular de los sarcómeros y gran cantidad de mitocondrias situadas entre las 

miofibrillas, paralelamente a las mismas, esto está en relación con las grandes cantidades de 

ATP necesarias para la contracción, además las mitocondrias presentan una conformación 

característica (ver micrografla 4). 

También en la micrografía 3 se observa parte del núcleo (N) con una matriz densa en la 

cual esta presente cromatina dispersa lo que denota una actividad celular normal (6),además 

es notorio que no están presentes gran cantidad de mitocondrias alrededor del núcleo. Se 

señalan espacios blancos situados entre las lineas Z, di~-posición característica de los tubulos 

del retículo sarcoplásmico llamados tubulos T. 



M 

Microgra}Ta 4: Repn•st•mmim dt• la.'i mi10co11drias (M) normules en 1misru/o cardfaco,estu 

.flu• rn11uult1 dl'/ grupo <'oll/ro/ sano y .H-' ohsen-a una mimcondriu en el amro (M) c¡ue 

presemu forma caractt'rl.\tica, mt•mhrmw exu•mu imacta, nu.uriz densa con presencia de 

crestas i11tt•nm.\· imt•gra.,·y Jin uc1mwlucio11es e:rtraordinuricL\' tle 111U1erial e/ectroconductiWJ. Se 

hace hincapié en fu presencia de mw membrana externa muy bien t•onsen·adu y con1imw sin 

/u presl'11ciu dt• dt'.\71n•ntlimie111os ni elongaciones. 32713 X. 
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Micrograjla 5: St• munrra 1•/ t'\f'WÚJ .\/1h.\t1rt·oh'11d1'0 rESSJ. Grupo t'mllrof 30./99 X. 

En la micrografla 5 'e cjt.:mplilkan las caraclcrísticll~ normales dt!I espacio Mthsarculémko 

y la mcmhrarm en \U unión '-'011 la lírtl!a Z a truvt!s tJd túhulu T tJcl cual es po\ihlc 0!1scrvar 

la luL tJcl contJucto (T), Jicha uni1ín por su aparh~ncia es llamadu de olán. Lo' espacios en 

hlam.'t) \tlll parte del \an.:tlplá~ma en el que se encuentran incluiúos h1s organcltl\. t!"ilC cspaci11 

C\ nms notorio dchitlo a la nrngnilicacilín. El sarclirnero (S) presente en la mbma micrografía, 

es huen cjl!mplo t.11.! la t.lisposidlin consecutiva y alternatJa de filamentos t.Jc at.:tin¡t y miosina 

que liirman al superponerse handas ol>scuras (M,A y Z) y claras (He !). 
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M 

MicrograjTa 6: Núcleo (N). gmpo control Juno. 5400 X. 

En la micrograf(ll 6 se ohservu claramente un núcleo caraclerístico en Jos miocitos 

ohservados en cortes de miocardio del gru.po control, sin óclusión coronaria. 

Se presenta un carioplasma dens~ c~n crolll~tiná · dispérsa,. e~tá presente Já c~hierta nuclear 
,' ··.··-. , •• J• ., 

que delimita perfectamente ni nú~Jeo.' Én el centró s~ encuenÍran tres p~rciri~és. de lllaterial 

denso identificados ~<Ím~: nucleolos. 'En ésm micrograffa e; ~ún m.;. notoria la p~~sencia de 
.. ·.· . . ' 

mitocondrias dispuestas én forma paralela a todo Jo largo delmiocito entre las miofibrillas. 

Se ohservn tamhién Ja disposicidn regular en los sarcómeros. 
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Micrograjla 7: Filamentos de actina y miosina en t•I sarcómero. Gmpo 

control sano. 53872 X. 

La anterior micrografía muestra un detalle de la unilln de los miolilamentos y demuestra 

que la aparente separación de algunos miofilamentos, es mas bien un efecto óptico pues a 

~n gran aumento como éste ·se.verifica que ~únque las miofihrillas se encuentran ligeramente 

separadas y, no totalmente rectas la unión entre los filamentos de actina y miosina aún 

persisten. 
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U)GRUl'O CONTROi, CON OCJ.USION 

Para d Grupo 1 (control cun 01:lusi,~n de la ancria Jc\L'cml!!rllc ;mlcrior izquicr<lll} .\C 

L'arnctcrizaron los L'ilfllhio!I prc~cmcs en la uhnlC!'ltructura celular con rc~pccw al Grupu 1, 

cjcmplific~mJn dichos camlliO\ en lus mkmgraffüs 'iiguicntcs: 

N 

Micrografla 8: Pmum.imica dt· miot'atclio ckl grupo nmtro/ con oclusión. N 

(midt'O), ,\( OniwcmulricHJ. X ·1'250 
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La micrografía 8 presenta una vista a poco aumento de un corte obtenido del grupo control 

con oclusión. Aquí se puede apreciar muy claramente, la presencia de daños estructurales 

específicos entre los que se encuentran: La presencia de un núcleo cuya cromatina está 

migrada a la periferia, este cambio esta evidenciado por un halo interno de material 

electroconductivo, además están presentes condensaciones de heterocromatina que presentan 

diversas formas irregulares no comparables con los presentes en la micrografía 6 (ver pag. 

76). 

Se observan abundantes mitocondrias las cuales presentan diversos grados de daño, dichas 

mitocondrias se aprecian con espacios internos vacíos y más aún, están presentes espacios en 

blanco los cuales presumiblemente son espacios debidos a la lísis mitocondrial, del lado 

derecho del núcleo se observa una acumulación de mitocondrias, característica identificada 

por algunos autores como daño celular debido específicamente a la oclusión (101). 

Además de lo anterior las miofibrillas presentes tienen una estructura bastante bien 

conservada y aún existen miofibrillas en proporción similar a la de un control sano, estas 

observaciones muestran que el grado de daño en una misma zona es diverso como se verá en 

la micrografía 9. 

BU rnTf Rf m! 
SALlm DE U BllLIDTECA 



ESS 

Micrograjia 9: l'unonimini dt• miornrdio DmJo .\t'\'t•ro. Fo<"O dt· 

dcspolim1·1i.:HcirÍ11 rFn). f,¡wcio \llÍJ\lltl'olánit"o (ESSJ. Grupo con oclt1.\iú11.../.59/X. 

En la mh:rogr;.tlía 9, "l.! muc ... tran L"amhio-.; má" severo.\ uh.\Cr\;.u..los l!O el ~rup1• ... :un oclusilin 

) ,¡n trat•11ni1..·11h1 ..:111..·I .:u•H d .1m.:glo Jl! las miulihrillas no c.\ regular como en.:! grupo 'i:Uhl 

( \'Cf mii.:rn~r•1 ría J ). "e prc.\l!Olan Ji.\tinto"i grallo.\ lle Ucstrucdlln y <lc.\polimt!r11acítln Je la.\ 

miulihrilla.\. Jt.: h1.!d10 a4uí olv .. crvanu1' la ¡ircscnda lit! Jos liico.\ <le tlcspuliml.!rin1cídn (ftl). 

adcm<Í'\ 1.!"olá prc,c.:ntc un aumcnto en el c'pado intcnniutihrilar, abundante .\an.:11plasma. dalio 

mitrn:nmlrial Jc,JI.! hipcrtmlia ha.\ta lísi"i, '\C incrementa el C.\pacio suhsarcolémico (ESS) 

oh.\1.!rvanllll la prolifl.!rachin Je mitocondrias en el mismo, en los núcleos 'il! nhscrva la 

migracidn Ül! ta 1.:wmaLim1 hada la periferia y aparentemente hay aumento t:n .:1 número dt: 

mih1~oi\llria-' "lilm.: tollo en la zona cercana al núch!o como o,;c mcnciond en 1a micrografía 

antcrim. 
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Micrografla 10: Daflo miwcondrial. Gropo con oclusión. 21614 X. 

La micrografía 10 es representativa del daño mitocondrial en las muestras analizadas para 

el grupo 2 (control con oclusión y sin tmtamiento), en ella se observa un gran incremento en 

el espacio interno mitocondrial debido a la destrucción de crestas mitocondriales y un aparente 

"hinchamiento" debido a la lesión, algunos autores mencionan que esta característica puede 

ser debida a la hipertrofia como respuesta celular ante el proceso de anoxia (34,36,37). 

Además se notó un aparente aumento en el número de mitocondrias presentes en el tejido 

cardíaco o al menos en la proporción de mitocondrias con respecto a las miofibrillas presentes 

en el campo de observación, pues se nota que la mayoría del espacio interno del miocito está 

ocupado por tales organelos. 



Micrograflu 1 I: Almu•mo en d t•spacio suh.wrcolémh'o. F'oco el<' dt'.\'(1oli111l'ri:.adó11 (FDJ. 

Grupo nmrrol con od11Jió11 17501 X. 

La micrografía 12 muc~lnl Cllíl mas c.lctalle el aumento en el cspm;iu ~uhsarclllé111ico en el 4uc 

ac.lcm~is han prulifcra<lo gran mímcro c.11! mitm:unc.lrias y se ha pcrc.lic.lo la unil~n entre el 

sarcolema y la línea Z, está presente una miolihrilla 4uc aparcntcmcntcse encuentra en huen 

csta<lo pero aparece en el extremo ~upcrior iz4uicrc.lo un foco lle c.lespulimeri1aciljn (fd) en 

el 4ue se nula claramente Ja uiscontinuiuau de la línea M. 
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Micrograjla 12: 77po dt• micfrm prt•semt•.r t'll d Gmpo comro/ l'Ofl ol'/t1.\'iú11 7272 X. 

En fu mkrugruffa 12 upurccc un núcleo (N) clásico del grupo con oclusión, donde Ju 

cromatina se encuentm evidentemente desplazada a la periferia interna nuclear. ~e observan 

ahunúantes mitocom.Jrias alrededor del núcleo y es notoria la casi ausencia. ilc _mi~tihrillas. 



Micrograjla 13: Foco tit' cl1·violi111ai::aciti11 di· 111it~/il1m1r1110\, 

<im¡10 1 omm! (di/ odt1wí11 55096 X. 

La microgrnfia mí1111.:ro 1J h1111a<la a gran ;.1umcnto 4uc muc,tra a detalle un foco de 

despl1li1ncri1~11.:i1ín. argumcntam.Ji.1 4uc Je derecha a iz4uicn..la aparecen milJlilanh!ntos intactos 

4uc se continúan por una ~cric de puntos en Ucsun.lcn en lugar tic 1,.:untinuar el arreglo <le 

uni1h1 entre 111amenh" <l\! a1;tina y mio~ina. 



C) GRUPO CON OCLUSION Y 

TRATAMlBNTO PREVIO DE ROPITOINA 

Resullados 85 

A con~inuacidn se presentan algunas micrografías en las 4uc se cjcmplílkan tus camhins 

ohservados en el Grupo con Tratamiento de Rupitoina ( 1 mglkg) previo a la odusi<ln lle la 

arteria coronaria Llesccn<lcntc anterior iz4uicr<la: 

Micrograjla 14: Panorámica e/(• mionmlio. Grupo tratado con Ropitofnu 

La micrografía 14 es una vista a pcquc.:ño aumento en la t.¡ue se muestran las características 

<lel grupo 3 (control con odusión y tratamiento de ropituína). en ella se ohscrva menor grado 

de daño en tudos los aspectos estahlecidus con respecto al grupo con oclusión y sin 

tratamiento. El arreglo de miofihrillas es mas regular y la dcspolimcrización y destrucción 

Lle las mismas es evidentemente menor, se presenta daño mitocurn.lrial aunque cualitativamente 

éste es menor 4ue en el grupo 2 control con oclusión, pues, la matriz mitocumlrial aparece 

mucho más densa y además aparentemente el número de mitocomlrias es tnmhién mayor que 

en el grupo 1 control sano. El espacio suhsarcolémico se presenta con la apariencia clásica 

del grupo sano y el sarcolema no presenta desprendimientos. 
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Micrografla 15: Dwlo miwcomlrial prese111r l'n el Gmpo cmrtrol mn 

trlllwnit'lllo de Ropi10fm1. 32190 X 

La micrografía 15 muestra las características generales <le las mitocomlrias presentes en el 

grupo control con tratamiento de Ropitofüa previo a la oclusión observando en ellas 

características mas normales en lo que a morfología se rclierc pues se nota en ellas la 

presencia Lle la mcmhrana externa bien conservada y aunque están presentes ciertos espacios 

vacíos en la matriz mitocondrial no llegan al porcentaje cualitativamente observado en el 

grupo 2 con m:lusión y sin tratamiento. Además de 4ue las crestas internas se ven bastante 

bien conservadas. En este punto diremos que la lfsis es mas evidente pues las mitocondrias 

que llegan a máx.imo de daño, es decir, la ruptura externa es muy notoria, uum¡ue las que 

persisten se notan mas conservadas en lo que a daño interno se refiere. 



Micrografla 16: Cromatinu periférica prese1111• e11 

d grupo co11 traramienro. 4705 X 
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La micrografía 16 muestra uno de los dos tipos de núcleos observados dentro del grupo 3, 

dicho núcleo presenlll nuevamente heterocromatina periférica y acumulos de este tipo de 

cromatina en _el interior nuclear, está presente al centro una acumulación mayor y hien 

definida en cuanto a su forma por lo que se le identilica como nucléolo, además de las 

características nucleares queremos hacer evidente la proliferacMn de mitocondrias a su 

alrededor lo cual de nuevo implica una respueslll celular para prevenir en cierta forma el daño 

por anoxia (34,36,37). Por otra parte también es de nolJ1rse la presencia de un mayor número 

de miolibrillas además de que se encuentran mejor conservadas en su estructura en 

comparación con el grupo 2 en el cual se observaban mioliblrillas en menor cantidad y con 

un grado de daño mayor. 
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Micrografía 17: Cromatina dispersa presente en el gmpo con tratamiento 4407 X. 

La micrografía 17 muestra un segundo tipo de núcleos ohscrvados en las muestras 

analizadas para el grupo 3 caracterizándo a éste como un núcleo de apariencia normal en 

cuanto a que está presente la cromatina dispersa en el interior del núcleo. Por cierto que esta 

es una toma muy similar a la presentada en la micrografía 6 (ver pag 76) aunque en esta 

micrografía es evidente lo que se mencionó con respecto a Ja lísis mitocondrial en cuanto a 

que es ma.o; evidente en grado pero no en número, se marcan con ílcchas dos sitios donde se 

observan restos de mitocondrias lisadas, sin embargo, las demás mitocondrias presentes se 

encuentran muy poco dañadas en su estructura interna, además hay una clara disminucidn de 

Ja proliICración mitocundrial alrededor del núcleo. 
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Micrografla 18: Regularidad en saft'ómeros y mioji/amemos. Unión .rnrcoléma-llnea Z 

(/ledws). El ret·uculro mut'stra el tipo de zona l'legidu ,,,, el miocito para realizar la 

cuantijicacián mirocondriu/. 3254 X 

Finalmente presentamos la micrografía 18 tomaúa úel grupo con tratamiento de Ropitofna 

úonde es aún mas eviúente la regularidad de los sarcómeros, la conservación en la proporción 

de miolihrillas y mitocondrias en el miocito, además en el horde inferior izquierdo es hastante 

notoria la conservación de la unión característica entre el sarcolema y las miolihrillas en la 

línea Z úel sarcómero (flechas), demostrando la integridad de la membrnna sarcolémica. 

La forma oval en el extremo derecho de la libra ·es el núcleo de un capilar. 
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En Ja tabla 8 se resumen las caracteristicas de las estructuras observadas en cada grupo 

trabajado y se hace una comparacidn cualitativa entre ellos. 

TABLA No.8: CARACTERISTICAS CUALITATIVAS A NIVEL 

ULTRAESTRUCTURA PARA LOS GRUPOS EXPERIMENTALES. 

Sano 

2 
Con 

oclusidn 
sin 

tratamiento 

Densas, compactas, Tiene 
con crestas inlernas apariencia 
integras. clásica. 

Respecto al grupo 
1,son menos 
densas ,gran 
cantidad presenta 
diferentes grados de 
daño interno desde 
hipcnrolia 
(hinchamiento) 
hasta Jfsis, la 
mayoría está 
destruida 

En general hay 
menos daño que en 
el grupo 2 y 

Se 
incrementa el 
espacio y se 
observa 
proliferación 
de 
mitocondrias 

Tiene 
apariencia 
clásica. 

3 aparece un menor 
Con número de lisadas. 

tratamiento 
Ropitofna 
(lmg/kg) 

Continua, 
Integra y 
adherida a la 
superficie del 
miocito 

Hay 
dcsprendi· 
miento y en 
algunos casos 
aparecen 
rupturas. 

Desprendi· 
miento y 
ruptura pero 
en menor 
grado que el 
grupo 2. 

Dispersa. Las bandas 
(cucromati son continuas 
na) y con arreglo 

Migrada a 
la 
periferia 
(heterocro 
malina) 

clásico. 

Se pierde el 
arreglo y se 
observan 
distintos 
grados de 
destrucción y 
despolimeri
zaci6n 

Heterocro En menor 
malina en desarreglo 
elmayor que las 
número de observadas 
núcleos, en el grupo 
eucromati 2, en un 66 
na en % de las 
algunos. muestras se 

observa 
fibras 
hipcrcontrai
das. 
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ASPECTOS CUANTITATIVOS 

En base al análisis cualitativo se determinó la manera de realizar el análisis cuantitativo de 

las estructuras elegidas, la cual se especifica a continuación. 

M!TOCONDR!AS TOTALES 

Para determinar el número de mitocondrias totales por unidad de área se realizó la cuenta 

de las mitocondrias presentes en cada micrografía tomada, luego, se relacionó dicho número 

con la superficie de la foto en milímetros y finalmente siguiendo la metodología descrita en 

el Apéndice VI (Manejo de Datos de Tamaño en Foto a Tamaño Real) se obtuvieron las 

superficies en micras para cada micrografía, posteriormente se sacó el cociente del número 

de mitocondrias entre la superficie en la que se contaron dichas mitocondrias con lo que se 

obtiene el número de mitocondrias por micrn cuadrada de tejido, sin embargo, para facilidad 

de manejo se calculó la relación de mitocondrias/superficie por 100 micrns cuadradas los que 

se presentan a continuación para cada grupo experimental. 

Cabe mencionar las determinaciones se realizaron en cortes longitudinales y en áreas de 

sarc6meros sin tomar en cuenta c1 espacio intercelular. 
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MITOCONDRIAS NORMALES 

De la forma descrita anteriormente para mitocondrias totales se llevó a cabo la cuenta de 

mitocondrias normales por unidad de área por rata para cada grupo. Contando solo aquellas 

mitocondrias que no presentaban daño aparente, definiendo como daño cualquier apariencia 

anormal presente en la mitocondria (ver aspectos cualitativos) desde espacios apreciables en 

la matriz mitocondrial y desaparición de crestas mitocondriales hasta lisis mitocondrial. La 

forma no se consideró ya que depende en gran medida de el ángulo de corte así como del 

espacio en el que se encuentren distribuidas las mitocondrias. 

M!TOCONDR!AS DAÑADAS 

De la forma desc~ta para la cuenta de mitocondrias totales se llevó a cabo esta cuenta salvo 

que se consideraron solo las mitocondrias que presentaban algún daño en su estructura como 

se mencionó desde hipertrofia hasta lisis. 

PORCIENTO DE PAÑO M!TOCONDRIAL 

Se determinó el porcentaje de daño mitocondrial para los grupos haciendo la relación 

porcentual del número de mitocondrias dañadas con respecto al número de mitocondrias 

totales. 

% DAÑO= (mit.dañadas/mit.tot.)*100 
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DIAMETRO M!TOCONPRIAL 

Se determinó el diámetro mitocondrial normal midiendo en las micrografías de cada rata 

por grupo, para ello se tomaron en cuenta solo las mitocondrias que se encontraban completas 

puesto que el medir restos de mitocondrias implicarfa un error grande ya que a veces no era 

posible distinguir entre las membranas de una y otra mitocondria cercanas íntegras o lisadas. 

Considerando la forma caracterfstica de las mitocondrias (101) 

la cual es oval y presenta dos diámetros, (uno mayor si el corte se realizó longitudinalmente 

a ella y otro menor en el caso contrario) se determinó el medir solo el diámetro menor para 

controlar lo mas posible la medición. 

CarteLang~lh.dlnal ·---···-·-··-··: 
~)d~1 ; .... 

' 
• 1 : . . ' 
t --------1------· 
~-- -------- ... ------- ----· 

~, .... ,. ... ¡ 
Cortell'...,.ruJ~-.--·1 
~~~· ' dr,. 

t.. dM ·---~~~t···-~ 

Fig.14: Medición del diámetro mitocondrial. dM: diámetro mayor dm: diámetro menor. 
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TAMAÑO DEI. SARCOMERO 

Se midió el tamaño del sarcómero es decir la longitud entre dos lineas Z, esto se realizó 

para los diferentes grupos tomando en cuenta solo aquellos sarcómeros que se encontraban 

íntegros la conversión de medida en foto se realizó multiplicando por el factor de corrección 

a tamaño real en micras (ver apéndice VI). 

Para las evaluaciones mencionadas se determinaron promedios por rata obteniendo un error 

estandar menor al 20% con lo que se verificó el comportamiento homogeneo de los lotes y 

por lo que se calculó el promedio por grupo para cada determinación efectuada, los resultados 

se presentan en la tabla No. 9. 

TABLA 9: DATOS PROMEDIO DE LOS PARAMETROS EVALUADOS LOS 
TRES GRUPOS TRABAJADOS. 

:;q~~~~:: . : : ~:tia::: ::~~L{: )~$,!~::: I:>~*> 
34.7058 34.2509 0.4548 1.7431 

2 17.87813 8.38708 9.4910 55.4299 

3 21.00833 18.8540 2.1542 14.9687 

MT/a = Mitocondrias totales por 100 micras cuadradas. 
%D = Porcentaje de dallo mitocondrial. 
MN/a = Mitocondrias nonna/es por 100 micras cuadradas. 
DMN = Diámetro de mitocondrias normales 
MD/a = Mitocondrias dafladas por 100 micras cuadradas. 
TS = Tamaflo del sarcómero (micras) 

¡:::ó:M'N:> ...... ¡-:<ts>> . . . . . . . 
0.7891 2.51315 

1.07300 2.3604 

1.15697 2.5737 
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Con los resultados anteriores se realizó un analisis estadistico por t de student y 

ANADEV A para encontrar diferencia entre lotes, los resultados del analisis estadístico se 

resumen en la siguiente tabla. 

Tabla 10: RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE SIGNIFICANCIA 
ESTADISTICA . 

•• .. •• •• . . 
2 .. .. •• .. .. •• 
3 .. .. . . .. 

2 VS 3 •• • . . •• 

• = Diferencia significativa con P < 0.05 
•• = No hay diferencia significativa con P < O. 05 

Se observa que hay diferencias significativas para las medias de mitocondrias normales, 

motocondrias dañadas y porcentaje de daño mitocondrial. Las medias de tamaño del 

sarcómero así como diámetro mitocondrial tienen valores con tendencia de aumento para el 

tercer grupo con respecto a los grupos 1 y 2, sin embargo se determinó que tal diferencia no 

es estadisticamente significativa. 

A continuación se presentan gráficamente los resultados obtenidos. 
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GRAFICA No.4: MITOCONDRIAS PRESENTES POR UNIDAD DE AREA 

,// CJ TOTALES 

A------+--1 - NORMALES 

r---~/f---i-~~-~~D~A~fl~A~D~A~S~~~_j 
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Gráfica No.4: Muestra la variación en el número de mitocondrias totales. nonnales y 
dailadas en los grupos trabajados. El número de mitocondrias totales es en el grupo I mayor 
que en el grupo 2. En el grupo 3 aún se ve disminuido el número de mitocondrias totales. 
sin embargo en el grupo 3 el número de mitocondrias nonnales es considerablemente mayor 
con respecto al grupo 2. 



QRAFICA !h .. DE DAAO MITOCONDRIAL POR GRUPO 
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La gr6flca muealra el promedio y la tendencia e11adl1tlca 
para cada grupo. 
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Grtijica No.5: Muestra el porcentaje de mitocondrias dalladas detenninado en cada grupo, 
es claro el aumento en el daflo mitocondrtal presente en el grupo 2 con respecto a 1. En 
cambio en el grupo tratado si bien se presenta cieno porcentaje de mitocondrias dalladas este 
disminuye en un 40.5% con respecto al grupo 2. 
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ORAFICA No.l1TAMAAO OEl SAACOMERO POR GRUPO 

GRUPOS 

Gráfica No. 6: Muestra el tamailo promedio de los sarcómeros en los tres gropos trabajados 
medidos entre lineas Z. Se consideraron solo aquellos sarcómeros que se encontraban en 
estado de relajación e fntegros en su estructura. Se observó que la longitud de los mismos 
no presenta diferencias estadísticamente significativas. 
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OllAFICA Na,J1DIAMETRO MITOCONDRIAL POR GRUPOS 

Gr6jica No. 7: Muestra el diámetro mitocondrial promedio para los tres grupos trabajados. 
Se consideraron solo los mitocondrios que se evaluaron como normales midiendo solo el 
di6metro menor (ver pag. 93). Se determin6 que no hay diferencia .rignijicativa entre grupos. 



]()() 

7. DISC:USIC>N 

7 .1 ASPECTOS Cl!A!.JTAT!VOS 

De acuerdo con el análisis tisular se encontró que hay una gran relación entre los cambios 

provocados por la oclusión coronaria. Con respecto al grupo 1 se observaron varios daños en 

el grupo 2 en mayor grado que en el grupo 3. 

El grupo 2 se caracterizó por el desarreglo de bandas, así como la ausencia de las mismas 

lo que indica despolimerización, la presencia de espacio intercelular indica edema presente 

en el tejido de corazones sometidos a anoxia (4). La existencia de cromatina migrada a la 

periferia en este grupo indica la gran actividad a la que es sometido el miocito durante dicho 

proceso (97). 

Entre los daños observados en los grupos 2 y 3 con respecto al grupo 1 se encuentran 

cambios relacionados a la pérdida de función como son la despolimerización de las proteínas 

contractiles en el miocito, la cual, provoca un adelgazamiento en las fibras con la consecuente 

expulsión de líquido intercelular que provoca edema y por tanto el aumento en el espacio 

intersticial posteriormente la célula evoluciona a un estado de necrosis lo que propicia una 

respuesta inflamatoria para remover el tejido necrosado. 

Inicialmente se observó congestionamiento, lo cual se atribuye a un aumento del flujo 

vascular en la circulación colateral que pretende substituir la falta del riego principal, unido 

a esto se presentan claras evidencias de hemorragia ésta se evaluó positivamente solo cuando 

se observó debida al fenómeno de diapedesis puesto que ello es tambien una respuesta a la 

falta de oxígeno, en la cual, se permite la salida de los eritrocitos para proveer de oxígeno 
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a la celufas que presentan un daílo reversible, por otra parte junto con las células es expulsado 

también el plasma que contribuye a la presencia de edema. Lo anterior es la causa de un 

aumento en la infiltración leucocitaria y con eUo un aumento en la presencia de macrófagos 

puesto que son las células encargadas de retirar a las células necrosadas. 

Los cambios observados no se dan en el orden mencionado porque todos elfos ocurren de 

manera simultanea unos como respuesta a otros, muestra de ello es la apetencia tintorial 

debida a los cambios bioquímicos que sufre la célula en estado de anoxia y aún de necrosis 

donde hay una disminución en el pH y se favorece en el tejido la fijación del colorante de 

caracter básico dando la coloración azul presente con mayor intensidad en las muestras del 

grupo 2. 

En general también se cumple que en el grupo 3 el grado de alteraciones ultraestructurafes 

disminuye considerablemente con respecto al grupo 2. 

Con dicho análisis ultraestructural fué posible evidenciar cambios intracelulares que se 

correlacionan con las observaciones a nivel óptico como son el desarreglo estructural de los 

sarc6meros debido a la despolimerizaci6n de los filamentos de actina y miosina, se observó 

claramente el fenómeno de perdida de miofibrillas por el porcentaje de área que estas ocupan 

con respecto a el número de mitocondrias y el espacio plasmático. 

Así mismo se observó el fenómeno de formación de vesículas subsarcolemicas y con ello 

la deformación del sarcolema dando lugar a estructuras con apariencia de olan y a veces 

desprendimiento de la unión del sarcoléma y miofibrilfas (conección del tubulo T con la línea 

Z). 
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Se corroboró la intensa actividad a la que se encuentran sometidos los miocitos pues en las 

muestras del grupo 2 se observaron repetidamente núcleos conteniendo heterocromatina 

migrada hacia la periferia. 

Igualmente de la observación meramente cualitativa se determinó que en efecto los cambios 

presentados en la estructura de las muestras del grupo 2 con el 1 y del grupo 3 con el 2 eran 

debidos a los diferentes tratamientos en cada grupo. 

Debido a la basta información que puede proporcionar una sola micrografía y el gran 

número de fenómenos que se pueden suponer en cada estructura presente en la misma, fué 

necesario limitar la observación de las muestras a dos estructuras: sarcómeros y mitocondrias 

para un analisis mas amplio en la parte cuantitativa del estudio. 
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7 .2 ASPECTQS CUANTITATIVOS 

Para los dos grupos se cumple que la zona 2 fué mas afectada que la zona 5 puesto que el 

número de muestras en las que se presentó daño es la que se presenta en la Tabla No. 11. 

TABLA No. 11: FRECUENCIA DE MUESTRAS QUE PRESENTARON 
CUALQUIER TIPO DE DAÑO POR ZONAS EN LOS GRUPOS 2 Y 3. 

L= 36.36 % L= 35.23 % L= 43.18 % L= 40.91 % 

M= 26.14 % M= 21.59 % M= 12.50 % M= 12.50 % 

S= 12.50 % S= 13.64 % S= 0.00 % S= 1.14 % 

T= 75.00 % T= 70.45 % T= 55.68 % T= 54.55 % 

L, leve; M, Moderado; S, Severo. T, Dallo Total Independientemente del grado y tipo 

del mismo. 
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Por lo anterior podemos decir que la zona 2 al estar mas alejada del riego coronario es la 

que queda inicialmente expuesta a los efectos de la falta de oxígeno y por ello un porcentaje 

mayor de muestras presentan dailos y en mayor severidad. 

Por otra parte se pone también de manifiesto que en el grupo previamente tratado con 

Ropitoína hay un menor número de muestras que presentan dailo (Zona 2= 55.68 % y Zona 

5= 54.55%) en comparación con el grupo 2 (Zona 2= 75.00 % y Zona 5 70.45%) y por 

tanto esta variación es debida al efecto protector de la Ropitoína. 

A nivel ultraestructura se comprueba estadísticamente que no hubo diferencia para todos 

los parámetros evaluados (mitocondrias totales , normales y dañadas por unidad de área, 

tamaño del sarcómcro y diámetro mitocondrial) en los animales de un mismo lote (sometidos 

al mismo tratamiento), es decir que no hubo diferencia entre los animales del grupo 1 

(Control sin oclusión), del grupo 2 (control con oclusión y sin tratamiento) y del grupo 3 (con 

tratamiento de ropitoína previo a la oclusión coronaria), esto indica que los grupos se 

comportaron homogeneamente. 

Comparando el grupo 1 con el grupo 2 se observa una disminución en el número de 

mitocondrias totales lo cual es congruente con varios estudios (17,34,37), esto se atribuye a 

la lisis mitocondrial por falta de oxígeno. 

Sin embargo, el número de mitocondrias dañadas es mayor en el grupo 2 lo cual afirma un 

grado de afección mayor debido a la isquemia por oclusión. 
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Lo mas sobresaliente es el 40.46 % menos en el daño mitocondrial en el grupo 3 con 

respecto a 2 lo cual nuevamente afirma el efecto benéfico de la Ropitofua. 

El tamaño de los sarcómeros no presentó una variación significativa entre grupos, esto se 

atribuye a que se realizó la medición de la longitud del sarcómero solo en aquellos que se 

encontraban íntegros y· en estado de relajación, esto corrobora el hecho de que la 

ultraestructura miocítica no fué afectada por el procesamiento de las muestras ya que la 

longitud medida para los tres grupos va de 2.3 a 2.6 micras, rango que se encuentra dentro 

del tamaño del sarcómero reportado antes por otros autores (4,45,47,26,49,67). 

En cuanto al diámetro mitocondrial, éste tampoco presentó variación significativa entre 

grupos, esto es lógico pensando en que para realizar la medición se tomaron en cuenta solo 

aquellas mitocondrias cuya estructura se observó íntegra es decir aquellas que se identificaron 

como mitocondrias normales.sin embargo comparando los diámetros promedio de Jos grupos 

los coales son: 

!)control sano= 0.79 micras; 2)control con oclusión= 1.07 micras y 3)tratado con 

Ropitoína = 1.16 micras, observamos que se presenta cierta tendencia a un aumento en el 

diámetro mitocondrial, el cual, puede ser provocado por hipertrofia mitocondrial como 

respuesta celular ante Ja isquemia hecho que han mencionado algunos autores (1,2,3,4,7). 

Otra explicación es que debido a los cambios biquímicos que intercelularmente tienen Jugar 

en condiciones de anoxia, la membrana mitocondrial se vuelve permeable y permite Ja entrada 

de líquido sarcoplasmático. Una tercer teoría es que simplemente al estar habiendo 

despolimerización de las proteínas contractiles se proporciona un espacio mayor en el cual 

de cierta manera se libera la mitocondria y puede ocupar un mayor espacio. 
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De cualquier manera para tener un mayor control en estudios cuantitativos se hace 

necesario contar con equipos mas sofisticados que permitan determinar con mayor exactitud 

cualquier parámetro. 

Se recomienda para posteriores estudios el estandarizar la dirección del corte del tejido así 

como tratar de infiltrar y obtener los cortes para MET en la misma dirección y del mosmo 

tamaño tratando con ello el tener un mayor control y homogeneidad en los resultados 

obtenidos. 
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S. C:::C>NC:::LUSIC>NES 

- SE CARACTERIZO A NIVEL TISULAR Y ULTRAESTRUCTURAL AL TEJIDO 
CARDIACO DE RATA MEDIANTE TECNJCAS DE MICROSCOPIA OPTJCA Y 
MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMJSION RESPECTIVAMENTE. 

- SE DETERMINARON LOS CAMBIOS TISULARES QUE SE PRESENTAN AL 
INDUCIR EL INFARTO MJOCARDICO MEDIANTE LA OCLUSION 
EXPERIMENTAL DE LA RAMA DESCENDENTE ANTERIOR IZQUIERDA DE LA 
ARTERIA CORONARIA, LOS CUALES SON: ADELGAZAMIENTO, 
DESPOLIMERIZACION, ONDULAMIENTO U NECROSIS COAGULATIVA DE 
LAS FIBRAS CARDIACAS. EDEMA, HEMORRAGIA, CONGESTJONAMIENTO 
Y AUMENTO DEL ESPACIO INTERCELULAR. INFJLTRACION LEUCOCITARIA 
ESPECIALMENTE DE MACROFAGOS Y AUMENTO DE FJBROCITOS Y 
FIBROBLASTOS. 

- SE DETERMINO QUE LOS CAMBIOS ULTRAESTRUCTURALES DEBIDOS A 
LA OCLUSION CORONARIA SON: PRESENCIA DE HETEROCROMATINA 
MIGRADA A LA PERIFERIA NUCLEAR, DESPOLIMERIZACION DE 
SARCOMERO, DAÑO Y LISIS DE LA ESTRUCTURA MITOCONDRIAL, 
AUMENTO EN EL ESPACIO SUBSARCOLEMJCO Y DAÑOS EN LA MEMBRANA 
MIOCITJCA QUE VAN DE DESPRENDIMIENTO HASTA RUPTURA DE LA 
MISMA. 

- SE DETERMINO QUE EL NUMERO DE MJTOCONDRIAS POR UNIDAD DE 
AREA DE TEJIDO ASI COMO EL DAÑO QUE ESTAS PRESENTAN ES UN BUEN 
PARAMETRO PARA EVALUAR EL DAÑO DEBIDO A LA OCLUSION 
CORONARIA EN EL MODELO EXPERIMENTAL EMPLEADO. 

- SE DETERMINO QUE EL EFECTO DE LA ROPITOINA SOBRE EL INFARTO 
MIOCARDICO INDUCIDO ESPERIMENTALMENTE EN LA RATA ES BENEFJCO 
YA QUE DISMINUYE LOS DAÑOS PROVOCADOS POR LA OCLUSION 
CORONARIA. SIN EMBARGO, NO SE PUEDE AFIRMAR QUE DICHO EFECTO 
PROTECTOR SE DEBE A UNA ACCIONA NIVEL ULTRAESTRUCTURA Y A QUE 
PUEDE SER UNA RESPUESTA POR SU EFECTO PRIMARIO COMO 
ANTIARRITMJCO. 
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APENDICE I: TECNICA DE PERFUSION DEL CORAZON "IN SITU" 

PERFUSION COMO MEDIO OPTIMO DE FIJACION 

El método de la perfusión vascular es hasta hoy el mejor para fijar la ultraestructura de los 

tejidos a observar con el microscopio electrónico. 

Los primeros investigadores (Nilsson, 1958) que trataron de poner a punto esta técnica 

usando tetróxido de osmio, fracasaron en su intento por que este fijador producía una 

vasoconstricción tan intensa que cerraba casi completamente el lecho vascular tan pronto 

como le llegaba el líquido fijador inyectado por el sistema canalicular arterial (12). 

Hubo que tener en cuenta desde el principio que la perfusión había que realizarla 

rápidamente y a cierta presión a través del árbol arterial para que se disemine el ftjador lo 

antes posible por los tejidos y que, por tanto, convenía abrir en este o en el árbol venoso un 

drenaje adecuado. 

Para evitar dislaceraciones tisulares y alteraciones mecánicas se debe hacer la inyección de 

las distintas soluciones a una presión conveniente, que será la que corresponda a la tensión 

arterial máxima del animal de laboratorio que se emplee. Para lograr esta, que en términos 

generales es de IOOmm de mercurio para los pequenos animales de laboratorio, se recurre a 

situar los frascos que contienen las distintas soluciones a la altura conveniente sobre el 

corazón del animal, para que el flujo de la solución al salir sea de la presión deseada (98). 

Si se trata de fijar todo el animal, se analizarán los distintos catéteres a nivel de las 

cámaras auriculares (arterial y venosa) del corazón, estando el animal bajo anestesia. Si se 

trata de fijar solo la cabeza (o parte superior) se procederá a inyectar a través de la aorta 

abdominal retrógradamente y a hacer un drenaje mediante la vena cava superior y las venas 

yugulares. 
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Cuando se trata de perfundir un determinado órgano muy pediculado, se recurrirá a su hilio 

vascular, introduciendo el catéter en su arterial principal y abriendo para drenaje la vena más 

gruesa (64). 

Es necesario que durante las primeras manipulaciones se mantenga el animal vivo con 

anestesia, que el corazón esté latiendo y el pulmón ventilándose, por que se debe evitar la 

entrada de aire en el sistema vascular que entorpecería la fijación, y esto solo se asegura 

viendo que sale alguna sangre por la cánula al recambiar o enchufar el sistema de perfusión. 

Los tiempos que debe fluir o perfundir cada solución varían con arreglo al fijador empleado 

(tetr6xido de osmio, formaldehfdo y glutaraldehído) (43). En general lo primero que se 

inyecta es la solución lavadora, a continuación se deja perfundir la solución fijadora. La 

velocidad de perfusión se controla por un cuentagotas, como las que se usan en clínica médica 

para la administración de sueros continuos en vena, donde se apreciará un goteo constante. 

Cuando la perfusión es con glutaraldehfdo se puede dejar en la solución buffer. En este 

caso se debe hacer una postfijación con tetróxido de osmio, troceando el tejido en hloquecitos 

de 1 a 2 mm (56). 

Como a los tejidos fijados así mediante la doble fijación, no les penetra bien el ácido 

ósmico, se les debe dar una tinción en bloque (antes de la deshidratación) con acetato de 

uranilo al 2%, o una tinción sobre los cortes con acetato de plomo, según MILLONIG 

(1961). 

Extension y Direccion del Flujo de Perfusión 

Se puede emplear la vía abordaje (Canulacion), bien arterial o bien venosa, y en cada una 

de ellas la dirección del flujo y del liquido fijador puede ser contra corriente o a favor de la 

corriente, es decir, que habrá una perfusión anterógrada y una perfusión retrógrada. Ambas 

pueden realizarse para todo el organismo (perfusión total) o para parte de él ( perfusión 

parcial), debiendo en este último caso ligar las arterias o venas correspondientes. 
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Presión de Perfusión 

La manera mas exacta de realizar esta es dejar caer el líquido segiln su fuerza de gravedad 

al colocar su recipiente a una altura sobre el corazón del animal. Se suele situar a 120 cm de 

altura (PEASE) o a 150 cm (PALAY). 

Anestesia 

Para mejor éxito de la perfusión se debe anestesiar el animal a fin de que la perfusión se 

realice in vivo, y si es necesario se practicará la respiración artificial.Los animales pequeilos 

pueden ser anestesiados con vapores de éter. 

Ventajas 

-La primera ventaja es que se gana tiempo en recobrar el tejido situado profundamente, 

aunque luego haya que proceder a una segunda fijación con tetróxido de osmio. 

-La segunda ventaja es que se obtiene una dureza inicial del tejido, lo cual facilita la 

disección y manipulación sin producir daños mecánicos. 

-Los tejidos no pierden su grado de hidratación vital. 

-La forma del tejido se conserva. 

Desventajas 

- Mala fijación de los tejidos, que están poco vascularizado. 

- Hay que emplear grandes volúmenes de líquido fijador, que en el caso del Os04 resulta 

caro. 

- Precauciones en el empleo del ácido ósmico. 

: i 
': 
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Fig 15: Apara/o de Petjúsión Empleado durante la e.rperimentación. 



APENDICE 11: TECNICAS DE PROCESAMIENTO DE MUESTRAS PARA 

MET 

1) FIJACION Y POSTFIJACION. 
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Por la rapidez de acción del fijador y por preservar muy bien los tejidos más delicados se 

empleó la fijación in situ en tejido muscular, que se puede trocear después con la mfnima 

dislaceración mecánica. 

Esta técnica de fijación in situ puede ser realizada, bien sobre las superficies naturales, 

mediante una fijación tópica, bien sobre superficies cortadas y situadas profundamente en el 

organismo (29). 

Para los dos casos se precisa la operación quirúrgica y mucho más en el caso de superficies 

recién cortadas. Cuando se trata de estudiar y fijar las superficies naturales, el traumatismo 

mecánico es reducido al mínimo y el tejido es fijado vivo mientras continúa circulando la 

sangre, no necesitándose operación quirúrgica alguna. 

Hay muchos lfquidos fijadores en uso para microscopía electrónica, pero todos ellos tienen 

como producto químico activo básico algunos de estos: tetróxido de osmio, algunos aldehídos, 

permanganato potásico, sales de cromo, acido fosfotúngstico, acetato de uranilo, plomo e 

incluso la congelación rápida (29,42,43) 

TETROXIDO OSMICO 

El tetróxido de osmio es el mejor fijador para microscopía electrónica (12,43) 

Para que la solución se vea libre de la contaminación orgánica, que reducirfa el ácido ósmico, 

haciéndole perder su actividad, las ampollas en las que vienen los cristalitos de tetróxido 

ósmico se lavarán previamente para quitar su etiqueta y cualquier resto de pegamento y se 

tratará de romper la ampolla en el interior de un frasco con agua destilada. 

Con los mismos fines de evitar la acción reductora de la luz, la solución de tetróxido 

ósmico se guarda en frascos color ambar. 



El único inconveniente que se le ha puesto al tetróxido de osmio es que resulta muy 

caro (12). 
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Los cristales de ácido ósmico se disuelven muy bien en agua, pero larda bastante tiempo 

(3-4) días en realizarse, acelerándose su disolución a una temperatura ligeramente caliente 

(25-30' C). 

Precauciones: 

El tetróxido ósmico es muy perjudicial por su intensa acción de fijador para los tejidos 

orgánicos. 

En general puede causar dermatitis, y hay que tener cuidado con sus vapores que son 

frecuentemente inadvertidos hasta que causan su efecto lesivo. A nivel de los ojos se produce 

una conjuntivitis irritativa muy molesta, que obliga, a veces a suspender la experiencia, por 

lo que se ha recomendado la protección con gafas cerradas o manejar el producto dentro de 

una cdmara que elimine sus vapores. 

Concentración 

La concentración a preparar de ácido ósmico depende del uso que se vaya a dar a la 

misma. La concentración utiliz.ada para esta experiencia fue la de I % . 

TECNICA GENERAL DE FIJACION 

Como la fijación de los tejidos para microscopia electrónica debe ir seguida inmediatamente 

de la deshidratación y de la inclusión, hasta lograr finaliz.arlo con la obtención de los bloques 

de inclusión endurecidos por polimeriz.ación de los distintos monómeros que engloban el 

tejido fijado. 

El proceso total es muy largo, llegando a unas 35hrs, aproximadamente, en estas horas 

van incluidas las previas a la fijación, que suele ser media hora de preparativos para 

desmenuz.ar y fragmentar el tejido y 2 horas para que actúe el tetróxido de osmio. 
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El proceso completo se realiza en 3 días consecutivos ya que después de que actúa el 

tetróxido de osmio se puede dejar en alcohol del 96, donde puede pasar toda la primera noche 

en el frigorífico. La segunda noche la pasa también, en la resina-epoxi. 

Una vez que el órgano de estudio se fijó por perfusión, se extrae y es lavado con buffer 

pH 7.2, este es rebanado y se obtienen cubos de aproximadamente lmm de espesor, estos 

trozos son colocados en pequeños frascos que contienen buffer pH 7 .2 y son lavados 3 veces 

cada 10 minutos, finalmente son colocados en el tetróxido de osmio el cuál se deja actuar por 

2 horas. 

2) DESHIDRATACION 

Las razones fundamentales por las cuales en necesario extraer el agua de los tejidos es, 

para que pueda penetrar el medio líquido o semifluido que servirá de soporte permitiendo una 

verdadera inclusión del tejido. Si quedara algo de agua en este, se podría polimerizar 

irregularmente y producir artefactos. Y para que los cortes que se obtengan puedan ser 

introducidos en el alto vacío del microscopio electrónico. 

Los tejidos se pueden lavar en agua destilada o en buffer por 10 a 15 minutos antes de 

proceder a la deshidratación. También se procede a un lavado con tampón suerosa cuando se 

ha fijado con glutaraldehído y se desea hacer una segunda fijación con tetróxido ósmico. 

Después de la acción del último fijador es cuando con más razón se procede a la 

deshidratación. 

A fin de extraer el agua del tejido se sumergen en líquidos anhidros ávidos de agua, como 

son: el alcohol (etílico, metílico, amílico y butílico), el cloroformo ó la acetona. 

La deshidratación del tejido para microscopía electrónica conviene que sea lo más perfecta 

posible y realizada en forma gradual en concentraciones de alcohol crecientes y progresivas. 

La deshidratación se hará sumergiendo el tejido en soluciones de concentración creciente 

(alcohol 30,50,70, 80, 96 ' durante un tiempo total de una hora, hasta llegar a una 

concentración pura de 100%. Para la certeza de una buena deshidratación, el último baño 

debe ser de alcohol absoluto. 
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Los baños en alcoholes de concentración creciente se verifican así, con el fin de evitar 

corrientes bruscas de deshidratación que podrían traer como consecuencia algunas alteraciones 

ultraestructurales o, por lo menos la provocación de una retracción brusca del tejido. 

El tiempo total que dura la deshidrntación depende del tamaño de los trocitos de tejido, 

pero no debe ser menor de dos horas y puede ser mucho más, puesto que la permanencia 

prolongada del tejido en el alcohol absoluto no perjudica al tejido. Si no se deshidrata bien 

el tejido con alcoholes cada vez más puros, que actúen en tiempo suficiente, se expone uno 

a que no se realice adecuadamente la infiltración del medio de inclusión y que los cortes 

aparezcan con finísimos agujeros al observarlos al microscopio electrónico (29). 

SOLVENTES INTERMEDIARIOS 

Antes de proceder a la infiltración del medio de inclusión es preciso realizar una perfecta 

eliminación del alcohol absoluto que contiene el tejido después de su deshidratación, ya que 

el tejido en. ese momento se encuentra embebido por el alcohol, este impide la penetración 

del medio de inclusión ( por ser insoluble en alcohol) siendo entonces necesario reemplazar 

el alcohol por ·un líquido o solvente intermediario que tenga simultáneamente las 

características de ser miscible en el alcohol absoluto y en el medio de inclusión que se vaya 

a emplear. 

Si no se elimina totalmente el alcohol nhsoluto del tejido, se expone uno a producir fuertes 

retracciones y a no obtener posteriormente cortes ultrafinos con satisfacción. 

El solvente intermediario que proporciona excelentes resultados es el óxido de propileno.EI 

líquido intermediario se llama así por que sirve de solvente de transición para el paso 

siguiente de la inclusión. 

3) INCLUSION 

La inclusión o infiltración es el acto de introducir el tejido biológico, ya fijado previamente 

antes, en un medio líquido o semifluido que , al solidificarse después, pueda dotar al tejido 

de una consistencia que le permita ser cortado en láminas finas (58). 
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Parn realizar una inclusión en microscopía electrónica se necesita: una deshidratación 

perfecta del tejido y que este sea infiltrado por un medio líquido que posteriormente se 

endurezca y al pasar a este estado sólido no altere la ultraestructura del tejido. La dureza 

adquirida por la· inclusión debe ser la apropiada para practicar cortes ultratinos. 

Como medios de inclusión se usan, por Jo general, compuestos no solubles en agua, como 

son los metacrilatos, las resinas epoxi y las resinas poliéster, y con menos éxito algunos 

medios solubles en agua. 

Los pasos fundamentales de la inclusión : deshidratación solventes intermediarios, 

infiltración, temperatura, polimerización o endurecimiento y la orientación del tejido. 

Características del Medio de Inclusión : 

- Debe ser líquido o semifluído 

- Debe ser miscibles con los solventes intermediarios. 

- Debe penetrar rápidamente en el tejido 

- Solidifique por la acción del calor 

- No debe aumentar ni' disminuir su volumen al pasar del estado líquido a sólido. 

- Que adquiera dureza adecuada. 

- debe ser soluble en alcohol. 

- Debe tener baja viscosidad. 

- Polimerizar uniformemente. 

- Resistir el bombardeo del haz de electrones. 

- Los cortes que se obtengan se deben desprender fácilmente y solos del borde 

de la cuchilla y flotar en el agua del pozo. 

- Consistencia uniforme para asegurar el no desplazamiento del tejido mientras 

este se corta. 

Temperatura de Inclusión. 

A partir, de la deshidratación, el tejido a incluir estará a la temperatura ambiente del 

laboratorio (se recomienda 18' C) hasta que se encuentre en el medio de inclusión. 
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Como en el medio de inclusión ha de estar el tejido unas 24 horas para que se verifique la 

infiltración, después se puede guardar durante la noche en el refrigerador a la temperatura de 

4 a 10' C, con el fin de que no se acelere la polimerización del medio de inclusión. Al final 

de esto habrá que dejarla que pase a temperatura ambiente para manipularla. 

Después de llenar las cápsulas de inclusión, se someten a más altas temperaturas de modo 

gradual. 

En el trabajo original de LUFr (1961) se recomienda realizar la polimerización del Epon 

con temperaturas crecientes en la siguiente forma: Toda una noche a la temperatura de 35"C 

• y todo el día siguiente a 45 y a 60" e durante la próxima noche. 

Tiempo de Infiltración e Inclusión. 

Para la inclusión en Epón se suelen usar 2 dlas consecutivos con una utilización aproximada 

de 6 horas para el primer día y 4 horas para el segundo, para que se verifique la infiltración, 

y 2 ó 3 días para que se realice la polimerización en la estufa. 

El líquido intermediario hay quien lo pone solo (sin mezclarlo con el medio de inclusión), 

actuando durante 2 horas y renovándolo por líquido limpio en la mitad del tiempo. 

Para una más perfecta infiltración se tiene también previamente de 12 a 24 h en la mezcla 

de óxido de propileno-Epon en concentraciones decrecientes del primero. 

Polimerización. 

En los polímeros intervienen en la asociación de sus moléculas reversibles, simple y 

únicamente, las fuerzas de VAN DER W AALS, por lo que se denominan polímeros típicos. 

En los polfmeros irreversibles se crean nuevos grupos atómicos por que hay un cambio de 

distribución de valencias al asociarse sus moléculas monómeras, o bien porque ceden 

electrones una o otra y al quedar como iones de signos contrarios se atraen 

electrostáticamente, o bien porque los electrones de un átomo se comparten con los del otro 

y serán comunes a ambos. 
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Según esto podemos definir la polimerización como un proceso de reacción intramolecular 

capaz funcionalmente de proceder de modo indefinido, y originar macro moléculas que pueden 

tener propiedades plásticas. 

Los polímeros plastómeros tienen por característica la plasticidad y el no ser elásticos. 

Entre estos los hay termoplásticos (como, p. ej., el celuloide y el nylon) y los hay 

termoestables (como p. ej., Jos gliptales, Ja baquelita, las resinas epoxi y las resinas 

acrilicas). 

Las propiedades de estas resinas epoxi y acrilicas son las que dan Ja base para utilizarlas 

el estado monómero como medio de inclusión en microscopia electrónica. 

Las resinas epoxi químicamente son éteres poliacrílicos de grupos terminales epoxi de 

aspecto glicerolado, a las que puede ser aplicada la siguiente fórmula general la que se 

muestra en la figura 16. 

CH,-0-CHCH,O--[ ROCH,-CHCH,O J~-ROCH,CH-0-CH, 

siendo (n) un número entero, y el radical (R) más 
comúnmente empleado, el sistema difenol propano: 

-0-~~ 
CH, 

Fig.16: Estructura general de las resinas Epoxl. 
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CARACTERISTICAS GENERALES DEL EPON 

Para una perfecta inclusión de tejidos biológicos se debe emplear una resina epoxi al estado 

monómero (liquido) de base glicerolada, de baja viscosidad, que es endurecida con dos tipos 

de anhídridos, a cuya mezcla se le añade una amina terciaria que acelera la reacción de 

polimerización a modo de catalizador, al ser sometida a la acción del calor. 

El epon-812 es una resina epoxi alifática de baja viscosidad, de base glicerolada, liquida, 

de color blanco amarillento. 

El Epon-812 es soluble en alcohol y acetona, este se endurece con dos tipos de anhídrido: 

dadocenil succínico anhídrido DDSA, y el metil-ru!dico anhídrido MNA. A esta mezcla se 

le añade una amina terciaria, el 2-4-6-tridimetilaminometil-phenol DMP-30, que a modo de 

acelerador cataliza la reacción. 

El MNA es un endurecedor más enérgico que el DDSA. El taco de inclusión que se forma 

por la acción del calor y del catalizador es de gran consistencia, de una dureza muy 

conveniente y de color amarillo claro. 

Ventajas del EPON-812 

- La polimerización se realiza uniformemente endureciéodose el taco de inclusión sin 

tensiones internas ni retracciones. 

- La resistencia de los cortes es mucho mayor que la del metacrilato y la araldita. 

- Los cortes - aunque muy finos- es posible montarlos sobre rejillas sin membranas, porque 

resisten mucho el bombardeo del haz de electrones. 

Desventajas 

Los ligeros inconvenientes del Epon comparado con la Araldita son: 

- Que sus cortes no son suceptibles de estirarlos con toluol. 

- Que los productos han de conseivarse en frigoriffco y no a temperatura ambiente. 
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APENDICE IJI: TECNICAS DE OBTENCION DE CORTE FINO 

PREPARACION DE BLOQUES DE INCLUSJON 

Los bloques de inclusión obtenidos de los distintos medios de inclusión han de ser 

sometidos a una preparación previa antes de situarlos en un ultramicrotomo para ser cortados. 

La primera manipulación consiste en desproveer al bloque de inclusión de la cápsula, y la 

segunda, el realizar el tallado del bloque, formando una pequeña pirámide truncada que 

contenga en su vértice truncado solamente el tejido biológico de que se trate. 

Para tallar un bloque de inclusión se ha de comenzar por situarlo perfectamente acoplado 

a una mordaza. 

A fin de que al cortarlo luego exista el menor riesgo de vibraciones, el bloque debe 

sobresalir de la mordaza lo menos posible, y casi solo lo imprescindible, para poderlo tallar 

y que quede el trozo de tejido en la pirámide algo sobresaliente. 

Para ellos el bloque se debe cortar por el lado opuesto a donde está el !ejido, a la distancia 

conveniente para que salga de la mordaza lo justo y que se apoye en el fondo de la misma 

para cobrar solidez aparte de evitar que se dilate el bloque en dicho sentido al ser apretado 

en la mordaza. 

La operación del tallado de los bloques de inclusión consiste en la realización de una 

pirámide truncada, cuadrangular, en cuya parte más sobresaliente (parte truncada) quede 

incluido exclusivamente el trozo de tejido, y de tal forma que las aristas las forme el mismo 

tejido y la superficie truncada sea toda de tejido (fig.17) 

La pirámide debe ser de rampas de poca pendiente, porque, de lo contrario, ello 

contribuiría a que sobresaliera del bloque mucho la parte truncada, y provocarla vibraciones 

nocivas en el momento del corte y, en consecuencia, secciones comprimidas. 

Según como se talle la pirámide, los cortes serán cuadrangulares, rectangulares o 

irregulares, pero siempre deberán ser por lo menos, de dos lados paralelos. PrJcticamente se 

ha visto que cualquiera de las tres o cuatro formas, es satisfactoria si su superficie es menor 

de un milfmetro cuadrado. 

El piramitomo es un aparato que realiza mecánicamente el tallado de los tacos. 
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Flg.17: F(frmBl'.'de· i:>lrAmldea !ltllea para 

o~-i~~~;/!~~r~8a -seriados. 
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Flg.18: Cuchilla de cristal oon solapa 

para formar el pozo o bote. 

Flg.19: Esquema de colocaclOn de la solapa para formar el pozo con cinta. 
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CUCHILLAS 

Se fabrican cuchillas de cristal, diamante y de corión artificial.La introducción de las 

cuchillas de cristal en la técnica de microscopia electrónica se debe a Latla y Hartman (1950). 

Con las cuchillas de cristal se trata de obtener un borde cortante que será el filo de la 

cuchilla, a modo de una arista entre dos superficies de fractura. A estas cuchillas es preciso 

acoplarles un sencillo dispositivo para que se pueda colocar un líquido (agua) que bañe toda 

una vertiente de la cuchilla hasta llegar casi a mojar el filo de la misma (fig. 18). A este fin 

se precisa poner a las cuchillas recientemente hechas lo que denominamos solapas para hacer 

un pozo que se llena con agua. Para que este no tenga la más mínima pérdida de agua la 

solapa se aísla con parafina (fig. 19) A fin de que el borde cortante sea perfecto. útil y no 

se contamine, las cuchillas se deben preparar en el mismo momento de su uso, y se deben 

guardar de forma que su filo no se contamine con el polvo del aire. La forma de la cuchilla 

suele ser triangular con un ángulo recto. De los otros dos ángulos agudos, uno es el empleado 

para cortar. Este debe ser de unos 45 •. Al fracturarse el cristal se produce una superficie 

que está surcada por una línea a modo de arruga de forma curvada, que comienza en un 

ángulo de dicha superficie puede ser puede ser el derecho o el izquierdo, y tiene una caída 

más o menos brusca, tendiendo a aproximarse más o menos al filo de la cuchilla. En el lado 

del borde, donde concluye la arruga de fractura, se forman irregularidades debidas a ser el 

lado por donde se produjo la marca rayada con el cortavidrios, por lo que se denomina borde 

escarificado (fig. 20) 

El filo de la cuchilla tienen tres zonas distintas que acaban en dos ángulos. El ángulo del 

borde escarificado y el ángulo opuesto que forma un pico de defleidón más o menos acusado. 

Las tres zonas del filo de la cuchilla son: 

- Una hacia el borde escarificado, que es tanto más extensa cuanto que la arruga de fractura 

camine más tiempo casi paralelo al filo. Puesto que el ángulo es muy agudo no es útil para 

cortar. 

- Otra zona hacia el lado opuesto, que forma el pico de deflexi6n y no es útil tampoco 

- La tercera zona del filo eslá comprendida entre las dos anteriores y es más o menos amplia 

según la extensión de las otras dos zonas. Esta es la zona más útil para cortar. 
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Raya a 

Fig.20: Representación de una cuchilla de cristal donde se observa el filo útil. 

Condiciones Optimas de las Cuchillas. 

t.- Carecer de borde escarificado. 4.- Ausencia de pico de deflexión. 

2.- Mínimas irregularidades en el borde opuesto. 5.- Línea de corte completamente recta. 

3.- Arruga de fractura de caída brusca. 6.- Ausencia de finas y pequeñas rayitas 

sobre el filo. 
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Método de Obtención de Cuchillas. 

Por fractura mecánica, por el método de la máquina de hacer cuchillas L.K.B. 

El funcionamiento técnico de acción de esta máquina es el de fractura mecánica por prcsidn, 

después de haber sido rayado el cristal. Tiene un equilibrado sistema amortiguador que evita 

toda serie de vibraciones perjudiciales en el momento de hacer la fractura del cristal al 

absorber la energía cinética que se produce en la fractura. 

Solapas para las Cuchillas 

Se llama solapa al dispositivo especial que abraza a la cuchilla para poder formar sobre ella 

un pequeño pozo donde se depositan unas gotas de agua (ver fig .19) 

En primer lugar, se ha tener presente que la grasa habitual del sudor de las manos del 

operador puede ser motivo de contaminación de la superficie de la cuchilla donde luego ha 

de pegarse la solapa, las cuchillas se deben manipular lo menos posible y agarrarlas por los 

sitios no peligrosos a este fin. 

Prácticamente las solapas se realizaron con cinta adhesiva, ya que es muy rápida la 

ejecuci6n de estas dando buenos resultados. 

REJILLAS 

Se denominan rejillas, en la técnica de microscopía electr6nica, a unas láminas peñoradas, 

de malla finísima, y son soportes metálicos fabricados por procesos electrol(ticos, de forma 

redondeada, con su parte central llena de finísimas peñoraciones y su parte periférica con un 

borde sólido y liso (fig. 21) Las rejillas se deben manipular con mucho cuidado, utilizando 

una pinza de punta fina de acero inoxidable. Para poder coger las rejillas con mayor facilidad 

se recomienda situarlas sobre papel filtro, que será así como pueda agarrarse con las puntas 

de la pinza al estar parcial y ligeramente levantada la rejilla. 
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• 
3 

• 
Fig. 21: Distintos Tipos de rejillas : 1. malla cuadrada: 2, malla rectangular: 3, finas y 

alargadas; 5, un solo orificio redondeado: 6, en forma de libro y malla hexagonal. 

Durante la experimentación se urilizaron rejillas del tipo l. 

CORTES FINOS 

Muchos son los factores que influyen en la consecución de cortes ultrafinos para obtenerlos 

con características óptimas: 

- Espesor de 150 a 200 A como muy óptimos. 

- Consistencia suficiente para resistir un intenso bombardeo de electrones. 

- Extensión suficiente que permita el estudios panorámico celular e intercelular. 

- Que sean susceptibles de adquirir un buen contraste con los colorantes electrónicos. 

Para obtener cortes de tejido de los que se pueda obtener un máximo rendimiento al 

observarlos al microscopio electrónico es imprescindible conocer ciertos factores, como 

pueden ser: los bloques de inclusión, el tejido incluido, el cristal a emplear, el ángulo de 
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ataque de la cuchilla, el avance del ultramicrotomo, el liquido del pozo, la extensión del 

corte, además de otras condiciones necesarias para el éxito final, como son: las vibraciones, 

la orientación de la pirámide tallada, el ambiente del laboratorio, el estiramiento de los cortes, 

la manipulación de los cortes. 

Espesor de los Cortes. 

Los cortes deben ser ultrafinos, pudiéndose evaluar los espesores convenientes,entre 150 

a 250 Angstroms. Como directamente sena imposible medir las secciones que tuvieran este 

grosor, para despreciar los que sobrepasan estos limites, se recurre al método indirecto de 

apreciación del grosor mediante los colores de interferencia de la luz al refractarse sobre 

ellos. De una manera empírica se sabía que la luz blanca al incidir sobre un objeto lo ilumina 

de distintos colores según el grosor del mismo. Este fenómeno ffsico matemático, nos dice 

que es debido a los llamados colores de interferencia, que se producen por la descomposición 

de las distintas longitudes de onda de la luz blanca según la amplitud del grosor. 

Estos colores los observamos en los cortes, según se van produciendo y mientras flotan en 

el pow (fig. 22). 

Una escala general ha sido dada en el año 1958 por Peachey para uso de los 

ultramicrotomistas, en donde se relaciono el grosor en Angstroms de los cortes con su 

coloración. 

Color gris ......................... 600 Angstroms o menos. 

Color plata ........................ 600 a 900 Angstroms. 

Color Oro .......................... 900 a 1.500 A. 

Color Azul .......................... 1.500 a l.900 A. 

Color Verde ......................... 2.400 a 2. 800 A. 

Color amarillo ...................... 2.800 a 3.200 A. 

Los cortes de color gris son los que se deben usar para microscopia electrónica, aunque 

también se puede obtener algún rendimiento con los cortes de color plata, e incluso con los 

de color oro, aunque solo a muy bajo aumento. 
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La razón de necesitar cortes ultralinos para el microscopio electrónico estriba en que 

tienen que ser transparentes, para dejar pasar el haz de electrones. 

Fig.22: Representación de la obtención de eones finos en el ultramicrotomo. 

La consistencia de los tacos de inclusión influye extraordinariamente en la obtención de 

cortes finos. hasta el punto de que solo es un rango determinado de consistencia se puede 

cortar. Los bloques blandos no ofrecen una resistencia lo suficientemente consistente para que 

sean cortados, por los que es difícil obtener cortes linos por su excesiva elasticidad. Los 

bloques muy duros tienen una gran resistencia por lo que es imposible cortarlos además de 

mellar la cuchilla. 

Una vez obtenidos los cortes, estos quedan flotando en el agua del pozo de la cuchilla. 

Las vibraciones son muy perjudiciales para los cortes, puesto que las secciones saldrían 

irregulares y muy comprimidas, es por eso que para evitar en parte estas, se coloca el bloque 

de inclusión sin que sobresalga mucho de la mordaza, es decir solo debe sobresalir un trozo 

de la pirámide tallada. 
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Es frecuente que una vibración fuerte, corno ocurre al cerrar la puesta del laboratorio, 

produzca una variación tal de las condiciones mecánicas de corte que origine secciones muy 

gruesas, o de grosores no uniformes. 

Manipulación de Jos Cortes. 

Los cortes, por diversas causas, pueden situarse en el pozo flotando en partes no fácilmente 

accesibles para montarlos en las rejillas, o pegarse a la solapa del pozo. Para situarlos de 

nuevo en el lugar de flotación conveniente, se puede utilizar un pelo fino de cabello montado 

sobre un palillo, que hace de mango, o una de las fibras de papel filtro. Con cuidado y 

mucho pulso se tratará de desplazar a Jos cortes sobre la superficie del agua, tocando y 

empujando Ja superficie del corte con el pelo, sin hundirlo y sin que se moje en el agua del 

pozo. 

SECCIONAMIENTO 

Ante cualquier tipo de ultrarnicrotomo se comenzará por recuperar a su posición de partida 

todos los mandos, tanto el dispositivo de avance corno los di•tintos avances del carro soporte 

de la cuchilla y su orientación normal. 

La mordaza que lleva el bloque de inclusión se coloca en el extremo del vástago sobre el 

que se realiza el avance, apretándolo perfectamente para que forme con él una sólida unidad 

y no haya desviaciones o movimientos extraños al realizar el ciclo de corte. 

El ángulo de posición o de ataque varia de 2 a 7 grados, según distintos factores, y sirve 

solo como una orientación que luego afina la experiencia de cada usuario. 

La superficie de la pirámide no es perfectamente lisa, por que ha sido hecha mannalmente 

con una cuchilla de afeitar, Jo primero que se debe hacer, antes de realizar cortes, es pulir 

o abrillantar la superficie. Este abrillantamiento origina cortes defectuosos, de forma irregular 

y con agujeros. 

El abrillantamiento cumple dos finalidades: 

- Dejar Ja superficie de corte lisa 

- Conseguir una orientación frontal y vertical de la superficie de corte. 



Material y Condiciones para el seccionamiento 

1.- Ultramicrotomo. 

2.- Una caja de petri vacía con papel filb'o en su fondo. 

3.- Caja de petri conteniendo rejillas. 

4.- Frasco tapado conteniendo agua destilada. 

5.- Jeringa con aguja. 

6.- Pinza fina (relojero) 

7.- Caja con papel filb'o cortado. 

8.- Cuchillas con solapa o bote 

9.- Bloque de inclusión, previamente tallado para formar la 

pirámide. 

Montaje de los Cortes. 

130 

Se pueden seguir dos procedimientos distintos para lograr recoger los cortes. Uno es pescar 

los cortes cogiéndolos por debajo (levantándolos), y ob'o es pescar los cortes cogiéndolos por 

arriba (adhiriéndolos) (fig. 23). Una vez que se recogieron los cortes se seca el exceso de 

agua extraído enb'e las pinzas y la rejilla inb'oduciendo un rectángulo de papel filb'o entre las 

dos ramas de la pinza hasta llegar a absorber el agua por capilaridad. Se deposita la rejilla, 

ya seca, sobre un papel filb'o denb'o de la caja de peb'i. 
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Fig. 23: Forma de recojer los cortes con la rejilla 



APENDICE IV: TECNICA DE TINCION DOBLE 

ELECTROCONDUCTIV A. 

COLORANTES 
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En 1960 aparece un importante método de tinción con plomo. A pesar de que el plomo es 

muy eficaz en la producción de un intenso contraste sobre los cortes ultrafinos, y fue dado 

a conocer fue Watson en 1958 en forma de hidróxido, su gran dificultad residio en que 

formaba precipitados que contaminaban los cortes, que se cree son de carbonato de plomo. 

El método más importante de coloración electrónica sobre cortes que se sigue empleando 

hasta hoy, es el dado por REYNOLDS en 1963 del citrato de plomo a pH alto (72). 

Se emplea el citrato como agente reductor en cantidad suficiente como para que pueda 

retener todo el plomo y evitar que este se pueda combinar con el dióxido de carbono para 

formar carbonato de plomo insoluble, del que están originados los precipitados. El contraste 

que se produce en la imagen es más intenso por que ciertos sitios de los tejidos biológicos 

tienen mucho mayor afinidad para unirse con los cationes de plomo que con los de citrato. 

Por ser el uranilo de un peso atómico muy elevado, se le ocurrió a Watson en 1958 

emplear la sal de este metal pesado como colorante electrónico. Se ha visto que tiene una 

especificidad, sobre todo para tefiir las proteínas. En general, los tejidos fijados con ácido 

ósmico incrementan su contraste. 
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TINCION DOBLE 

1.- Preparar solución de Rcynolds (Nitrato de Plomo). 

2.- Preparar solución acuosa saturada de uranilo (solución de Watson). 

3.- Preparar dos camaras húmedas, colocando cera en dos cajas de petri ó papel filtro, 

colocar unas gotas de agua sobre estos y poner varias hojuelas de hidróxido de sadio. Esto 

se realiza con el fin de eliminar el bióxido de carbono presente evitando así la precipitación 

de plomo del tinte de Reynolds. 

4.- Colocar un pedazo de papel parafilm sobre la base de la cámara húmeda. 

5.- En una caja colocar 2 gotas de solución de watson sobre el papel parafilm. Esto se 

realiza con una jeringa a través de un filtro metálico especial. 

6.- En la otra caja colocar 2 gotas de solución de Reynolds sobre el papel parafilm, haciendo 

uso de un filtr de plastico especial. 

7.- Colocar las rejillas sobre las gotas de la solución de Wat,on de manera que los cortes 

esten en contacto con la solución aproximadamente 15-20 minutos. 

8.- Hacer 3 lavados con agua destilada de 5 minutos cada uno. El lavado debe ser metiendo 

y sacando constantemente la rejilla durante los 5 minutos. 

9.- Secar las rejillas con papel filtro por uno de los extremos, evitando tocar los cortes. 

10.- Colocar las rejillas sobre la solución de reynolds de manera que los cortes queden en 

contacto con la solución durante 15-20 minutos. 

ll.- Hacer 3 lavados consecutivos de 5 minutos cada uno con agua hervida (destilada). 

12.- Secar las rejillas con papel filtro. 

13.- colocar las rejillas en una caja de petri y meterlas en la estufa a 60 grados centigrados 

por 30 minutos. 
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APENDICE V: PREPARACION DE SOLUCIONES. 

BUFFER pH 7.2 

Na,HPO, . 12H10 ........... 71.64g/lt 

NaH,PO,. H,0 ............. 27.6g/lt. 

TETROXIDO DE OSMIO 

1.- Quitar la etiqueta después de haber humedecido la ampolla conteniendo lg de Oso,. 

2.- Lavar la ampolla con agua y detergente y finalmente con agua destilada. 

3.- Poner la ampolla dentro de una botella ambar (usar pinzas, evitando tocar la ampolla). 

4.- Agitar la botella para romper la ampolla. 

5.- Agregar 100 mi de agua destilada y guardar la solución en refrigeración hasta que los 

cristales de OsO, se disuelvan. 

PREPARACION DE RESINA EPON-812 

Solución A Solución B 

Epon-812 ......... 100 mi Epon-812 ......... 62 mi 

NMA ............... 89 mi DDSA ............. 100 mi 

MEZCLA= 6 mi "A" + 4 mi "B" + 0.2 DMP-30 

COLORANTE AZUL DE TOLUIDINA 

Solución de 1 % deBorax 

Azul de toluidina al 0.1 % 

Carbonato sódico al 2.5 % . 
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SOLUCION DE ACETATO DE URANILO (WATSON) 

Disolver 8g de ACetato de Uranilo en 100 mi de agua destilada ( o 5 g en 100 mi de 

alcohol etílico al 50%) agitar vigorosamente durante 5 minutos. Guardar la solución de 

Acetato de Uranilo en una botella Ambar (el Acetato de Uranilo es foto-lábil). 

Guardar la solución en refrigeración. 

Usar unicamente soluciones cristalinas; desechar soluciones lechosas. Es acosejable 

centrifugar o filtrar la solución antes de usarla. 

SOLUCION DE NITRATO DE PLOMO (REYNOLDS) 

Llevar a ebullición 1 Lt de agua destilada y mantenerla así durante 10 minutos para 

eliminar el CO, disuelto. Enfriar el agua hervida a temperatura ambiente. 

Pesar: 

NITRATO DE PLOMO ........... 2.66g 

CITRATO DE SODIO ............ 3.52g 

Agregar 60 mi de agua hervida. Agitar vigorosamente durante 30 minutos hasta obtener una 

solución lechosa. 

Agregar 16 mi de NaOH IN lentamente y con agitación constante. La solución se volverá 

transparente al agregar el NaOH. Aforar a 100 mi con agua hervida. Guardar la solución 

preferentemente en una botella plastica ya que ésta solución alcalina (pH 12) ataca el vidrio. 

Centrifugar a 3000 rpm durante 5-10 minutos antes de usarse. 

Utilizar una camara húmeda para teñir. 
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APENDICE VI: MANEJO DE DATOS PARA CORREGIR DEL TAMAÑO EN FOTO 

AL TAMAÑO REAL PARA MBT. 

t.- El aumento que se registra al observar la imagen en el Microscópio electrónico de 

transmisión es el 3.63 veces mayor que el tamaño de las estructuras en el negativo de cada 

imagen fotografiada. 

Por tanto: 

Factor 1) Tamaño en foto * 3.63 *aumento registrado = Tamaño en negativo 

2.- Para el MBT la relación de tamaño real e imagen observada no es directamente 

proporcional (para corregir el tamaño se utiliza una escala para interpolar valores). Para evitar 

esto se graficaron algunos valores interpolados, se observó una tendencia asintótica, se 

probaron varias funciones matemáticas comprobando que al graficar el inverso del tamaño 

real* 1000 los puntos graficados siguen el comportamiento de los valores interpolados en la 

escala (Tabla No.11 y Gráfica 8). 

Por tanto : 

Factor 2) 

Tamaño real en negativo = Tamaño en negativo • J/factor de aumento real* 1000 

3.- Al imprimir del negativo a papel se hace una ampliación de la imagen la cual no es 

constante por lo que es necesario incluir un tercer factor de corrección. 

Por tanto: 

Factor 3) 

Tamaño real en negativo * Distancia entre dos puntos en el negativo 

Tamafio rea! en foto = --------------·----------------------------------

Distancia entre los mismos puntos en la foto 

4.- Factor total de corrección = 1 * 2 * 3 
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DETERMINAClON DE LA SUPERFICIE EN FOTO 
t.- Se mide el area observada en cada foto midiendo en mm los lados de la misma. 
Por tanto: 
Superficie en foto = lado * lado (Factor total de corrección)' 
2.- En caso de que el área a considerar no sea rectangular se toman en cuenta superficies tas 
cuales se puedan ajustar a una figura geométrica para obtener su área con et menor error 
posible. 
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