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1. RESUMEN

Se ha demostrado que la Ropitofna (nuevo antiarritmico), evita Ia extensién del infarto en
el modelo de oclusién coronaria en la rata. Con la finalidad de conocer aiin mas sobre el
mecanismo de accidn de este compuesto , en este trabajo se analizan los efectos de la

Ropitofna 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 oclusién); el segundo grupo: con
administracién del vehfculo (propilenglicol al 50%) y oclusidn; el tercero: administrado con
Ropitofna (1mg/kg/0.1 ml de propilenglicol al 50%) y oclusién. Tanto el vehfculo como el
fdrmaco fueron administrados 30 minutos antes de la oclusién coronaria. Después de 4 horas
de oclusidn fueron sacrificados los animales fijéndose el corazén "in situ” por perfusidn,
posteriormente se obtuvieron muestras de dpice y se procesaron siguiendo técnicas

convencionales de microscopfa 6ptica y microscopfa electrénica de transmisién.

A nivel de MO se determing cualitativamente la presencia de alteraciones, las cuales, son:
adelgazamiento, despolimerizacidn, ondulamicento y necrosis coagulativa en fibras cardfacas.
Presencia de hemorragia, congestionamiento, edema y espacio intercelular aumentado.
Infiltracién leucocitaria especialmente macréfagos y aumento del tejido conjuntivo y
caracteristicamente Ia presencia de fibroblastos. Mediante éste primer andlisis se determing
que la estructura miocitica es iitil para calificar el dafio cardfaco.

A nivel de MET se obtuvieron resultados cualitativos y cuantitativos. Comparando el grupo
1 con el grupo 2 se observd cualitativamente: aumento en el espacio subsarcolémico,
desprendimiento de la membrana miocttica, migracién de la cromatina nuclear hacia la

periferia,desarreglo de los sarcémeros, despolimerizacion de miofibrillas, aumento en tamafio
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y cantidad de mitocondrias as{ como daftlo 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 encontrd diferencia significativa (P<0.05)en ¢l nmimero de
mitocondrias presentes en el grupo 1, 2 y 3; siendo la cantidad de mitocondriasen 1>2 y
2<3.

Hay diferencia significativa (p <0.05) en el porcentaje de daiio mitocondrial entre los tres
grupos, siendoen 1<2y 2>3,

No hay diferencia significativa (P<0.05) en el tamafio de las mitocondrias normales y
daiiadas de los tres grupos.

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

(mitocondrias normales) ni en el tamaiio del sarcémero.

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

miocftos por la oclusién coronaria experimental y especi en la integridad de la

estructura mitocondrial.



2 - OBIJETIVOS

1.- CARACTERIZAR LA FORMA Y ESTRUCTURA NORMALES DEL TEJIDO
CARDIACO DE RATA MEDIANTE TECNICAS DE MICROSCOPIA OPTICA (MO)
Y A NIVEL ULTRAESTRUCTURAL MEDPIANTE TECNICAS DE MICROSCOPIA
ELECTRONICA DE TRANSMISION (MET). .

2,- DETERMINAR LOS CAMBIOS ULTRAESTRUCTURALES QUE SE
PRESENTAN AL INDUCIR EL INFARTO MIQCARDICO MEDIANTE LA
OCLUSION DE LA RAMA DESCENDENTE ANTERIOR IZQUIERDA DE LA
ARTERIA CORONARIA EN LA RATA.

3.- ELEGIR PARAMETROS ULTRAESTRUCTURALES UTILES PARA
CUANTIFICAR EL DANO 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 . INPTRODUCCION

3.1 LA ENFERMEDAD MIOCARDICA.

3.1.1 INFARTO AL MIOCARDIO

La enfermedad isquémica es aquella en Ia que el aporte de oxigeno estd disminuido por un
riego sangufneo insuficiente, sf el volumen de sangre que llega al miocdrdio, aunque este
disminuido, es suficiente para cubrir 1as demandas tisulares, la enfermedad es de curso clfnico
silencioso, y s6lo aparecen manifestaciones clfnicas cuando el aporte es insuficiente o cuando
por cualquier causa (taquicardia, ejercicio, etc.), se produce un aumento de los
requerimientos tisulares de oxfgeno que la arteria coronaria no puede satisfacer por
incapacidad de aumentar el flujo de sangre que la atraviesa. En estas condiciones aparecen
sintomas, habitualmente el dolor precordial, que tiene la caracterfstica de ser fugaz y aparecer
sélo en condiciones de esfuerzo para desaparecer en reposo, cuando se alivia el exceso de
demanda de oxigeno. Si el déficit de oxfgeno se prolonga excesivamente, ya sea por que la
arteria sufrié un proceso de trombosis que ocluy6 por completo su luz, o por el exagerado
aumento de trabajo cardfaco, la zona miocdrdica anéxica experimenta un proceso degenerativo

irrecuperable conocido como infarto miocdrdico(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 instalacién de la

enfermedad coronaria son: hiperlipidemia, hipertensidn arterial si ica, Diab 18
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embolias y factores relacionados con hdbitos, como por ejemplo la vida sedentaria, 1a tensién
emocional, el tabaquismo (24,83) el alcoholismo (18,77,81) la adicci6n a cocafna (9,23) y
mariguana (14), el uso de anticonceptivos orales(70,71), la edad (74,75), sexo (79,81),
obesidad, ocupacién (18,79) y herencia (28,30).

La mayorfa de estos factores constituyen situaciones caracterfsticas de la forma de vida de
las grandes ciudades, por lo que son individuos que residen en los grandes circuitos urbanos,
quiénes manifiestan 1a mayor cantidad y severidad de los problemas consecuentes a la

ateroesclerosis (8,24).

3.1.3 PREVALENCIA Y MORTALIDAD

En los dltimos afios, las enfermedades del corazén han representado el foco de atencién de
muchas investigaciones, ya que, el tipo de enfermedades isquéimicas son un grave problema
de salud tanto en los pafses industrializados como en aquellos que no lo son, incluyendo a
Meéxico.

En los pafses desarrollados el Infarto agudo al Miocardio es la causa mds frecuente de
mortandad, ya que en un 30 a 50% de los pacientes que fallecen por esta enfermedad los
decesos suelen presentarse durante las primeras 24 a 48 horas después de 1a presentacién del
infarto (10). De las arritmias ventriculares presentes postoclusién la mas grave es la
fibrilacién ventricular y ésta es la que a menudo conduce a a muerte. En mds del 75% de
los casos la arritmia ventricular es la responsable del paro cardfaco y muerte sibita (79).

Se ha encontrado que la muerte cardiaca subita es la causa mds comdn de muerte en
hombres americanos entre 20 y 64 afios de edad y una causa importante de mortalidad en
personas de todas edades (79).

Por lo anterior, ¢l estudio de la enfermedad cardfaca es de gran importancia y requiere del
conocimiento morfofuncional del sistema circulatorio y  especialmente del corazén como

Grgano central del mismo.
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3.2 ANATOMIA Y FISIOLOGIA NORMAL DE[ CORAZON,

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
distribucidn y recoleccién de los materiales transportados por la sangre. El corazén
proporciona la energfa para movilizar la sangre por el circuito, y en los diferentes érganos
se produce el intercambio de oxfgeno, diéxido de carbono y otros metabolitos a través de las
paredes de los capilares (91).

El corazén es un 6rgano 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).

Estd constituido por un tipo especial de misculo, denominado estriado cardfaco
involuntario, €éste, es una red de fibras (células) anastomosadas, formando un sincitio. Estd
constituido por 4 cavidades:dos auriculares y dos ventriculares. La aurfcula derecha, que
recibe la sangre de las venas cavas, se comunica con el ventriculo derecho por Ia vdlvula
tricuspide; a su vez el ventrfculo derecho estd en comunicacion con la circulacién pulmonar.
La aurfcula izquierda, que recibe la sangre a través de las venas pulmonares, se comunica con

el ventrfculo izquierdo mediante la vdlvula mitral (bicispide).

El ventrfculo izquierdo est4 en comunicacidn con la circulacién 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 circulacién mayor y menor respectivamente (Fig.1) (93).




Introd. 11

Fig. 1: Sistema circulatorio. La sangre procedente de los 1ejidos del organismo, entra en la
aurfcula derecha (AD) y de aquf pasa al ventriculo derecho (VD), desde donde es impulsada
a los pulmones, en ellos se efectia el intercambio de gases para oxigenarse. La sangre
procedente de los pulmones, lega a la aurfcula izquierda y pasa al ventriculo izquierdo
(circulacién menor A) Del veniriculo izquierdo (VI) es impulsada a través de la aorta a todos

los drganos del cuerpo y de ak! vuelve al corazén (Circulacion mayor B). Modif. 93.
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3.2.2 EL. MUSCULO CARDIACO

El misculo cardfaco est formado por tres tipos celulares, las fibras musculares o miocitos
y los miocardiocitos conducentes, denominado tejido especializado (93) y las células nodales.
Las caracterfsticas tisulares del misculo cardfaco son claras atin a nivel de microscopfa 6ptica.
En la foto 1, se puede observar la disposicidn cldsica de las fibras musculares en forma de
red, también existen zonas sombreadas que limitan a las fibras formando lfneas angulares que
reciben el nombre de discos intercalarcs, los cuales, son, especializaciones de las membranas
plasmdticas que separan a las células musculares cardiacas conectidndolas entre sf, a través de
estas estructuras los iénes fluyen con mayor facilidad que en las membranas externas de
manera que los potenciales de accién pasan de un miocito a otro a través de los discos
intercalares sin dificultad por lo que el miisculo cardfaco es un sincitio, en el cual el potencial
de accién se difunde a todas las células a través de estas interconecciones en forma de red

(88).

Las fibras musculares desarrollan el trabajo mecdnico de propulsidn, éstas poseen un
citoplasma diferenciado por completo (ver micrograffa 1), el cual estd constituido por largas
miofibrillas caracterizadas por una estriacién transversal, entre ellas se encuentran dispuestas
paralelamente abundantes mitocondrias, lo cual estd determinado por la gran necesidad de

ATP requerido para la contraccidn (37,101).

En el sarcoplasma (Sustancia en la que estdn contenidos dentro de la fibra muscular las
-miofibrillas y organelos), se observa el retfculo sarcopldsmico liso que presenta una
organizaci6n especial de gran importancia para la realizacidn de la contraccién muscular, Otra
caracterfstica importante, es la presencia de micleos de forma oval con un carioplasma denso

en el cual estd presente cromatina dispersa lo que denota una actividad celular intensa (95).
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Foto 1| Corte longitdinal de misculo cardlaco. El niicleo (N) se encuentra en posicion
paracentral en las fibras, las cuales presentan estrias transversales. Algunas miofibrillas se
sepcran al aproximarse al nicleo por lo cual dejan una regién cénica de sarcoplasma en

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

A,

densas en forma escal
generalmente a la altura de la linea Z. (H&E) X 1,200. Tomada de 97 pp 273.

que se extienden a través de los limites de las fibras,
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Micrografla 1| Corte longitudinal de misculo cardlaco, se muestra la disposicién de las
miofibrillas que dun el aspecio estriado a esie 1ejido, la disposicion de las mitocondrias (M)
es paralela a las fibras, los discos intercalares (DI) y membrana sarcopldsmica (MS). X

12,000. Tomada de 92 pp 295.
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A nivel ultraestructural, ha sido posible observar que cada fibrilla estd envuelta por un
complejo sistema canalicufar perteneciente al retfculo sarcopldsmico, que se ha diferenciado
con el fin de responder tanto a las exigencias tréficas de lag miofibrillas, como a la necesidad
de conducir y propagar rdpidamente el impuiso eléctrico en el interior de Ia fibra. El retfculo
sarcopldsmico estd constituido por una serie de cavidades tubulares o laminares rodeadas por
una membrana, cuyo aspecto se repite periédicamente,en refacion a 1a estriacidn periddica de

las miofibrillas uniendose mediante tubulos (T) a Ia linea z.

Cada miofibrilla tiene un didmetro aproximado de 1 micra, y fa misma longitud de la fibra
muscular. Se observa también la membrana celular flamada sarcolema. La estriacién del
musculo cardfaco estd determinada por Jas miofibrillas que contienen filamentos de actina y
miosina, éstos se intercalan a manera de interdigitaciones y por lo tanto, las miofibrillas
debido a un fenémeno dptico presentan bandas alternas claras y obscuras (ver Fig. 2). La
porcién de una miofibrilla situada entre dos lfneas sucesivas se llama sarcémero y tiene una

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

La representacién del complejo sistema celular del tejido cardfaco se observa en la Fig.2.
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Fig 2: Diagrama del miisculo cardfaco como se observa a)con microscopio dptico (MO) y

b)con microscopio electrénico de transmision (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 espacios, el intermembranario y el de la matriz. La membrana
externa es generalmente lisa, aunque micrograffas electrénicas de muy alta resolucidn

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

interna que tiende a seguir el contorno de la membrana externa en

lugares se invagi

para formar las crestas mitocondriales (37,101).

Los espacios entre las membranas y las crestas parecen no tener alguna estructura, con
pocas o ninguna inclusidn granular. La membrana interna y sus invaginaciones rodean el
espacio de la matriz, que generalmente tiene aspecto granular. Aunque la naturaleza de los
grdnulos no estd claramente establecida, es posible que sean sitios de depésito de calcio. Hay
alguna evidencia de que la liberacién 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 1a superficie de 1a membrana interna, La matriz también contiene
DNA, que, por lo comin estd adherido a Ja membrana interna en un pequefio nimero de

puntos (101).

En la membrana interna de las mitocondrias, s¢ sintetizan enzimas importantes tanto del
ciclo del citrato como,de 1a cadena respiratoria y de la fosforilacién oxidativa (formacién de
ATP con consumo de oxfgeno). Desempeiian un papel esencial y central para muchas vfas
metabdlicas incluyendo la desintegraci6n y sfrtesis de carbohidrato, grasas y aminodcidos
(33,101).
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Los primeros citdlogos observaron la divisidn de algunas células que sdlo contenfan dos o
tres mitocondrias. Observaron que podrfan surgir mitocondrias nuevas de la divisién de las
preexistentes. Observaciones similares se han efectuado en fechas recientes empleando algas
para el estudio con microscopfa electrdnica (26).

Existen otras evidencias que sugieren Ia divisién mitocondrial ain en el interior de células
que no se estdn dividiendo (101).

Las variaciones en la forma de las mitocondrias expresa también la pluralidad en sus
funciones, scgtin el tipo y el estado celular son: esféricas, basiliformes, filamentosas o
ramificadas. En relacién con los procesos de transporte (en especial la acumulacién de idnes),
pueden hincharse o arrugarse. Mitocondrias aisladas adoptan la configuracién ortodoxa
cuando el medio se vacfa de ADP, de manera que se interrumpen Ja fosforilacién y la
respiracion acoplada. Si se aflade ADP, vuelven a producir respiracidn y fosforilacién, y la

4

mitocondria muestra la configuracién cond fa. Algunos investigadores sospechan que el
Jit Sp q

estado normal de las mitocondrias se halla entre estos extremos, y que las mitocondrias
frecuentemente aparecen en la configuracién ortodoxa en el microscopio electrénico debido
a inactivacién del metabolismo durante la fijacién de las células para examen microscopico

(micrograffa 2 tomada de 104).
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Micrografia 2: Conformucion mitocondrial ortodoxa, probably debida al tr

del tejido para MET. Tomada de 104

3.2.4 SISTEMA DE CONDUCCION (103)

Son estructuras especfficas, constituidas por grandes fibras con escasas miofibrillas
periféricas, sarcoplasma abundante y nicleo central tiene la funcién de generar impulsos
rftmicos y de transmitir estos impulsos. Este presenta algunas masas anatomicamente
diferenciadas: a)Nddulo sinusal, denominado marcapaso del corazén, b)NGdulo
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 iltima terminacién de las ramas del

fasciculo, Esta red une al sistema de conduccidn con las miofibrillas ventriculares (Fig.3).
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Fig 3: Esquema del marcapaso eléctrico y el sistema de conduccion del corazén. Nodo

sinoauricular (SA) y nodo auriculoventricular (AV). Tomado de 103 pp 143.
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3.2.5 PROPIEDADES DEL MUSCULO CARDIACO

1) Automatismo o Propiedad cronotrépica
Esta es denominada ritmicidad, es la facuitad del corazén para iniciar su propio impulso.

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

2) Excitabilidad o Propiedad Batmotrépica

Esta propiedad es también llamada irritabilidad, es Ia facultad del corazon de responder a
un estimulo y tiene varias caracterfsticas: a) periodo refractario efectivo o funcional (PRE).
Se designa asf 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 accidn,
es un potencial transmembrana o de membrana que puede registrarse colocando un

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

Durante la didstole el interior de la c€lula miocdrdica es negativo con respecto al exterior
(90 mv) y se dice que la membrana estd polarizada; esta diferencia de potencial se denomina
potencial de reposo. Cuando se estimula la célula (excitacién) se produce el potencial de
accién que comprende 5 fases (Fig.4a). Estos cambios de potencial se deben a movimientos

idnicos (Na'-K’ y Ca*') a través de la membrana celular (Fig. 4b),

3) Conductibilidad o Propiedad Dromotrdpica.

P

Esta propiedad es la facultad del miocardio de transmitir el irnpulso. Normalmente dicho
impulso u onda de excitacién nace en el nodo sinoauricular, se propaga rdpidamente a las
aurfculas 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 ventrfculos (ver fig.3). El impulso u onda de
excitacién, durante su propagacidn , se acompaiia de variaciones eléctricas como se ha
mencionado, éstas pueden registrarse a través de la piel por medio de electrodos, y dicho
trazado constituye el Electrocardiograma (ECG) normal. Por lo tanto, el ECG es la
manifestacién en la superficie del cuerpo de las ondas de despolarizacién y repolarizacin del

corazén (Fig.4c) (91).

Fig 4: a) Fases del potencial de accién en la célula cardfaca. b) Movimientos de Na*-K*
y Ca’ que provocan cambios en los potenciales de membrana durante la excitacién celular.
Abrev. PU, potencial umbral. PRM, Potencial de membrana en reposo. c)

Electrocardiograma (ECG) de superficie. Modif. de 91.
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4) Contractibilidad o Propiedad Inotrépica

Esta propiedad es la facuitad del miocardio de respender a un estfmulo contrayéndose, o
sea, desarrollando una fuerza o tensién. La fuerza de contraccidn o tensin de los miocitos
estd sometida a 1a Ley del corazén de Starling que establece dentra de ciertos lfmites, cuanto
mayor sea la longitud inicial de las citadas fibras y al final de la didstole, mayor serd 1a
fuerza de contraccién, mas alld de dicho Ifmite (lfmite fisioldgico), las fibras estdn
sobredistendidas y la fuerza de contraccién disminuye. A diferencia del misculo esquelético,
en el corazdn, siempre hay una contraccién mdxima, es decir, segin 1a ley del todo o nada.
El misculo cardfaco se comporta de este modo a causa de la continuidad morfofuncional
existente entre todas las fibras musculares.La capacidad de contraccién se debe al arreglo

especifico de las protefnas constituyentes de las miofibrillas.

3.2.6 INTERACCION ACTINA MIOSINA DURANTE LA CONTRACCION
MUSCULAR

Durante la contraccién muscular los filamentos delgados de actina se deslizan
progresivamente sobre los filamentos gruesos de miosina, provocando la contraccién de los
sarcémeros del musculo, De acuerdo con Huxley las cabezas de miosina se unen a los

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

Este proceso de unidn-liberacidn es repetido rdpida 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 1o anterior y que esta representado en

la figura 5 (97).
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Fig 5: Modelo del mecanismo de deslizamiento entre los miofilamentos de actina'y miosina
para llevar a cabo la contraccién muscular segiin Lyman 'y Taylor 1970.La fuerza contrdctil
es generada por un ciclo de insercién, desinsercién y reinsercién de las cabezas de miosina,
lo cual hace que los filamentos se deslicen uno sobre otro. Este proceso requiere energfa que
proviene de la degradacién de ATP en ADP y fosfato, en el cual cada cabeza de miosina
tiene un sitio activo que actiia como adenosintrifosfatasa. Durante la relajacién, las cabezas
de miosina se despegan de los filamentos de actina y los dos conjuntos de filamentos se

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

Basado en estudios efectuados con el microscopio electrdnico y el uso de jones fisioldgicos
radioactivos "in vitro™ con las protefnas contrictiles y moduladoras se ha llegado a la
formulacion de Ia explicacién bioqufmica del acoplamiento excitacidn-contraccién cardfaca.

Esta se esquematiza en la Figura 6 (103).

Siswohe
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Fig 6: Acoplamiento de los procesos de excitacién y contraccion cdrdldod. MC,mitocondria;
~ TM-T.tropomiosina y troponina; Sac Lat.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 corazén como un érgano compuesto por cinco subsistemas, por tanto
los férmacos cardioactivos y diversos procesos patolégicos 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 corazdén (nodo
sinoauricular), estd 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 conduccién
especializado, compuesto por el nodo auriculoventricular que retarda el impulso; éste se
desplaza por un sistema de conduccién rdpida (ramas del haz de His) hacia los dos ventrfculos
haciendo que éstos se contraigan.
- El marcapaso y las estructuras especializadas de conducci6n estdn regidos por la inervacién
intrinseca del corazdn (sistema auténomo) que controla la frecuencia cardfaca 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 accién hasta que aleanza el valor de descarga y

dispara otro potencial de accién (94).

2) El miisculo cardfaco

El muisculo del corazén (miocardio), estd compuesto por fibras musculares columnares
alargadas ramificadas e interconectadas (Micrograffa No.1). Las paredes de las dos aurfculas
son delgadas,luego, el ventriculo derecho es mifs grueso en pared muscular y finalmente el
ventriculo izquierdo posee mayor grosor y por tanto es el que posee mayor masa, tal

diferencia estd relacionada con la presién que debe generar cada ventriculo,
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3) Vilvulas Cardiacas

En el corazon existen 4 vdlvulas unidireccionales, dos de ellas se encuentran entre los
ventrfculos y las grandes arterias (semilunar adrtica y pulmonar) y dos de ellas entre los
ventriculos y las aurfeulas, denominadas auriculoventriculares (mitral y trictispide) (Fig 7).
Los dos pares de vdlvulas semilunares y auriculoventriculares actian en forma alterna, es

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

4) Circulacién Coronaria
Las arterias coronarias son las primeras ramificaciones de la aorta y el flujo sangufneo que

pasa por €stos vasos, suministra oxfgeno y nutrientes al propio corazdn (Fig 8).

5) Incrvacion Autéroma del Corazén

Las fibras nerviosas simpdticas (terminaciones nerviosas adrenérgicas que contienen
noradrenalina,) se ramifican en el musculo cardfaco de las aurfculas y los ventrfculos, asf
como en ¢l nodo sinusal y 1a unidn auriculoventricutar. El estfmulo de este sistema acelera
el marcapaso eléctrico, facilita la conduccidn a través del sistema de conduccidn especializado
y aumenta la fuerza de contraccidn del miocardio. Las fibras parasimpdticas (terminales
nerviosas colinérgicas que contienen acetilcolina), se ramifican en el marcapaso, en la unién
auriculoventricular y en el misculo de las dos aurfculas, la inervacién colinérgica de los
ventriculos es escasa, El estfmulo del parasimpdtico retarda el marcapaso, demora la
conduccidn a traveés del sistema de conduccion especializado y reduce la fuerza de contraccidn

de las aurfculas.
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Fig. 7: Vdlvulas del corazén. Durante la didstole, las vdlvulas mitral y triciispide estdn

abiersas, duramte la sistole, las vdlvulas semilunares adriica y pulmonar se encuentran

abientas. Tomada de 95.

Fig. 8: Circulacién coronaria, La arteria coronaria izquierda, se divide en dos ramas la

coronaria descendente anterior (interventricular) y la circunfleja. Tomada de 103.
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3.3 PATOLOGIA DEL INFARTO
MIOCARDICO

En condiciones normales, podemos decir que 1a capacidad del organismo para desarrollar
un trabajo o un ejercicio depende en ultima 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 corazdén de aumentar su
trabajo itil en términos de aumentos del volumen de sangre descargado en los vasos

arteriales. A su vez el corazdn, debe estar suficientemente provisto de oxfgeno y substancias

a.

metabdlicas para cumplir efic con las d propias.

E! mayor aporte de oxfgeno a la fibra miocdrdica sélo ocurre por el aumento del flujo
arterial coronario, por esta razén, es fcil comprender que en el tiltimo caso, la tolerancia al
ejercicio, la reserva cardfaca y la adaptacién del organismo a las condiciones de mayor
trabajo dependen de la capacidad para aumentar el flujo coronario y de la integridad de los
mecanismos que lo hacen posible., Cuando existe desequilibrio entre la oferta y la demanda

de oxfgeno en el mdsculo cardfaco se dice que existe insuficiencia coronaria (Fig 9)
3.3.1 CAUSAS DEL INFARTO MIOCARDICO (99,100,94)
La disminucidn del aporte de oxfgeno al miocardio puede deberse a diferentes causas;

a) Por disminucién del flujo sangufneo al corazén , como sucede en la insuficiencia cardfaca.

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

¢) Por disminucién del caudal sangufneo coronario (lesiones obstructivas coronarias, ciertas
enfermedades de las vdlvulas del corazén, embolia, trombosis coronaria, anomalfas congénitas
coronarias etc.)

d) Por disminucién de la presion parcial del oxfgeno, aunque el flujo sangufneo sea normal

(lo que tiene lugar en la intoxicacién por CO,, la altura, la asfixia, etc.).
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Los procesos ateroesclerdticos son los de mayor importancia ya que se caracterizan por un
engrosamiento, acompaiiado de un endurecimicnto de la pared arterial. Esta situacion provoca
una lesién del endotelio lo cual promucve la agregacion plaquetaria, la formacién de trombos
y la calcificacidn de las mismas. De igual forma la lesién endotelial promueve el depésito de
Ifpidos, especialmente colesterol y calcio, ademds de una precipitacién de fibrina en la capa
fntima de la pared arterial,

Los diversos padecimientos que causan de manera directa la obstruccién total o parcial de
las arterias coronarias son:
1) Hiperlipidemia, cspecialmente hipercolesterolemia.
2) Hipertensi6n arterial sistémica, la cual lesiona mecdnicamente la pared de los vasos, en
especial al endotelio ademds de favorecer 1a formacidn de placas ateromatosas principalmente
en los sitios de bifurcacién de las arterias.
3) Diabetes mellitus, la cual causa dafio en la microvasculatura.

Otra causa posible de obstruccién coronaria son las embolias.

El y de las d fas de oxfgeno del misculo cardfaco es el otro factor bdsico

susceptible de conducir a Ia insuficiencia coronaria, y puede obedecer a causas mijltiples:
a) Por reduccién de la eficiencia miocdrdica, como acontece, por ejemplo, cuando existe
taquicardia de alta frecuencia.
b) Por aumento del trabajo cardfaco, en forma de un incremento del vigor contractil (cuando
existe hipertensién arterial) o un aumento del volumen minuto cardfaco (hipertiroidismo).
Elsitio y la extensién del infarto dependen de la distribucidn anatémica de los vasos, el sitio
de la obstruccién actual y de las oclusiones previas y de la eficiencia de la circulacién
colateral. El sitio mas frecuente de trombosis es en Ia rama descendente anterior de la

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

"La isquemia miocdrdica causada por Ia oclusién de una de las ramas de la arteria coronaria,
trae consigo muiltiples alteraciones enzimdticas, humorales y bioquimicas, que se manifiestan
en mas 0 meros tiempo y que son de utilidad, cuando los signos electrocardiogrdficos no son
muy manifiestos.

Los datos clfnicos hemodindmicos se relacionan directamente con la extensién de la
necrosis o de la cicatrizacién del miocardio. En el infarto leve, la hemodindmica puede ser
normal. Con enfermedad mas grave, puede haber elevacidn de 1a presién ventricular izquierda
telediastélica, asociada con el aumento en la presidn diastélica en la arteria pulmonar y

disminucién del gasto cardfaco y también de la fraccidn de eyeccion (99).
1) Sintomas

1)Dolor premonitorio, sensacién de malestar en térax semejante al de la indigestién. Puede

producir arritmias, hipotensidn, 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 mids. El paciente presenta subitamente sudoracidn frfa, se siente débil y
aprensivo, se mueve buscando una posicién que le calme el dolor. Pueden acompaitar al
cuadro, marcos, sfncope, disnea, ortopnea, tos, respiracidn silbante, nfusea y vémito o

distensidn abdominal.

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

cardfaca aguda, sfncope, trombosis cerebral o choque sin causa aparente (100).
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2) Signos

Los datos ffsicos son muy variables; la presencia de estertores, ritmo de galope,
taquicardia, arritmias, bradicardia e hipotensi6n, se correlacionan bien con las evidencias

clfnicas y hemodindmicas de la gravedad del ataque y la extensidn del miocardio necrosado.

1) Choque, se le puede describir como un cuadro con presién arterial sistélica menor de 80
mmHg, tez grisdcea (cianosis periférica), confusién mental, piel frfa y h\imeda, disminucién
del gasto urinario, taquicardia o bradicardia y pulso débil.

2) Efectos cardfacos, frecuentemente hay ritmo de galope, ingurgitacién yugular y estertores
basales. El edema pulmonar agudo o la insuficiencia cardfaca congestiva de curso rdpido
pueden ser las manifestaciones mds 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 dfas (100).

3) Diagndstico (100)
Por diversos estudios se han podido caracterizar ciertos cambios que ocurren durante el
infarto miocdrdico los cuales pueden ser tiles para el diagndstico de la enfermedad, entre

ellos se encuentra que:

-Las cifras del colesterol descienden.
-Hay hiperglucemia e hiperazoemia transitoria.

-Globuli Jas especial 1a aifa-2.

-Protefna C reactiva positiva.

-Glucosurfa inconstante y acetonuria pasajera.
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-Datos tempranos de anormalidades segmentarias localizadas en et movimiento de {a pared
mediante la radioangiografia o ecocardiograffa bidimensional.

-Variaciones enzimdticas mostradas en la tabla 1.

TABLA 1 : VARIACIONES ENZIMATICAS DURANTE INFARTO

MIOCARDICO
LDH TGO C o C vaa Cxm
Aﬁmenu Aumenta
al mdximo al al midximo 10 80 0
5° dfa despues al 3% dfa
del infarto despues del Aumenta el 1dfa despues del infarto
infarto

Los datos electrocardiograficos no necesariamente van de acuerdo con la intensidad del
cuadro clnico del infarto. El patrdn caracterfstico promedio consiste en cambios especificos
que siguen una evolucion estereotipada en un lapso de varias semanas. Al principio aparece
elevacidn del segmento ST y de T y ondas Q anormales; el segmento ST wvuelve
paulatinamente a !a {fnea basal a medida que 1a onda T se invierte y se hace simétrica. El
diagndstico electrocardiogrdfico definitivo det infarto del miocardio sdlo puede hacerse

cuando coexisten estas tres alteraciones. (Fig. 10 ECG alterado).
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Los cambios seriados ST-T son compatibles se presentan en caso de infarto, pero no son
definitivospara el diagndstico del mismo. El cuadro caracteristico no aparece en presencia de
bloqueo de la rama izquierda o cuando un infarto previo ha alterado permanentemente el
ECG. Aun en estos casos si el ECG se toma al principio del ataque, es frecuente observar

desniveles de ST.

a) inversion de la Onda T

QRS

b} Presencia de Ondas Q ¢ Qs

R

Fig 10: ECG alterado durante a)isquemia y b)infarto miocdrdico.
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3.4 TRATAMIENTO DURANTE EL
INFARTO MIQCARDICO

3.4.1 GENERALIDADES Y TIPOS DE FARMACOS USADOS DURANTE EL
INFARTO

Existen muchos farmacos de accidn cardfaca o cardioactivos, que de alguna forma pueden
ayudar a prevenir, disminuir o retardar los dafios provocados por anoxia, actuando a

diferentes niveles sobre cada uno de los subsistemas cardfacos.

TABLA No.2: GRUPOS DE FARMACOS USADOS PARA REDUCIR EL
TAMANO DEL INFARTO

FARMACOS:.
BLOQUEADORES B-ADRENERGICOS atenolol, metoprolol, propranolol,
timolol
BLOQUEADORES DEL CANAL verapamil, nifedipina
LENTO DEL CALCIO
NITRATOS nitroglicerina, nitroprusiato
ESTEROIDES hidrocortisona, metilprednisolona
ANTIINFLAMATORIOS NO aspirina, dipiridamol,ibuprofen
ESTEROIDES
AGENTES TROMBOLITICOS estreptoquinasa, uroquinasa,plasmindgeno
tisular
ENZIMAS hialuronidasa
AGENTES ATRAPADORES DE alopurinol, catalasa, manitol, superdxido
RADICALES LIBRES dismutasa3

Estos farmacos son de uso comiin en la clinica, Tomado de 33.
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Siendo la propiedad inotrépica (capacidad de desarrollar fuerza) la mds evidente de las
funciones cardiacas. el efecto mds importante de los formacos cardioactivos es el de
modificar dicha propiedad ya sea aumentdndola o disminuyéndola. En este sentido, los
formacos que disminuyen la fuerza de contraccién son denominados depresores cardfacos,
dentro de ellos se encuentran los antiarr{tmicos pues su actividad antiarrftmica tiene un

efecto inotrépico negativo.

3.5 ANTIARRITMICOS

3.5.1 GENERALIDADES Y MECANISMO DE ACCION.

Las arritmias cardiacas son un grave problema en la prictica clfnica, produciendose en
un 25% de los pacientes tratados con digital, 50% de los enfermos anestesiados y en mds
de 80% de las personas con infarto agudo al miocardio (102).

Las arritmias cardiacas se definen como los trastornos de la frecuencia cardfaca, el
ritmo y el origen o conduccién de impulsos en el corazdn. Estos cambios pueden ser
desencadenados por diferentes factores entre los que se cuentan principalmente la isquemia
por hipoxia y anormatidades de pH y clectrolftos resultantes, estiramiento excesivo de la
fibra cardiaca, descarga excesiva o hipersensibilidad a sustancias reguladoras del sistema
auténomo; ademds de la exposicidn a sustancias extrfnsecas como digitdlicos y otros

productos que pueden ser téxicos (100).
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Las arritmias pueden requerir tratamiento debido a que las contracciones demasiado
rdpidas, demasiado lentas o asincrénicas, reducen el gasto cardfaco, y lo que es adn mds
importante, algunas arritmias pueden precipitar trastornos graves del ritmo o ser ain
mortales, esto es por la despolarizacién ventricular prematura temprana que puede
precipitar Ia fibrilacion 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 conduccién o en ambas; es decir, por una
actividad anormal del marcapaso o por la propagacién de impulsos anormales. Asf el
propdsito de la terapéutica antiarrftmica, es reducir la actividad de marcapaso y modificar
la conduccidn alterada de manera critica. El iltimo objetivo puede comprender una
mejorfa de la conduccidn en la regicn 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) prolongacidn del perfodo refractario efectivo y 4) bloqueo

de Ios efectos del sistema auténomo simpdtico en el corazén.

Los medicamentos antiareftmicos reducen la automaticidad, conduccidn, excitabilidad y
prolongan el perfodo refractario en el tejido despolarizado mds que en el tejido
normalmente polarizado. Esto se logra principalmente por bloqueo selectivo de los canales

de sodio o de calcio de Ias células despolarizadas (102).
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Vaughan Williams en 1978 divide a los fdrmacos antiarrfimicos en 4 clases (96).

Clase I:
a)

b)
Clase It

Clase I11:

Clase 1V:

Estabilizantes de Membrana,

con alargamiento de la duracién del
potencial de accién (DPA) y del periodo

refractario efectivo (PRE).

con acortamiento del DPA y el PRE.

Inhibidores Simpdticos.

Aquellas cuya accién primordial es la de

aumentar la duracién del potencial de accién.,

Inhibidores del canal lento del calcio.

TABLA No.3: FARMACOS ANTIARRITMICOS

. ALCALOIDES Quinidina
la PARAMINOBENZAMIDA Procainamina
PIRIDILFENILAMIDAS Disopiramida
XILIDIDAS Lidocafna
1o FENOXIAMINOALCANOS Mexiletina
HIDANTOINAS Fenitofna
1 BETA-BLOQUEADORES Propranolol
111 BENZOFURANOS Amidarona
v DER. Verapamilo
HOMOVERATRILICOS

Clasificacion de antiarritmicos segtin Vaughan. Modif. de 96.
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3.5.3 ROPITOINA

La ropitofna es un formaco nuevo, derivado bdsico de la difenilhidantofna (fenitofna), se
tiene como el clorhidrato del 3-{-(4-fenil-1-piperidil)-propil | -5-(4-metoxifenil)-5-
fenilhidanto(na, 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, ademds lo compararon con 1a fenitofna y otros antiarrftmicos

encontrando que posce un efecto m4s potente (51).

o <

<HCL

Fig. 11: Estructura de la Ropitolna

La Ropitofna ha sido probada en diferentes modelos experimentales antiarrftmicos
principalmente en rata y perro (41,66,83) encontrdndose que presenta dicho efecto porque
retarda la aparicidn y disminuye los episodios arrftmicos (51).

En el estudio rca.limdo por Martfnez A.L. en 1991, se demuestra que 12 Ropitoina ticne
efecto en 1a disminucidn del tamaiio del infarto. La disminucién de la extensién del infarto
fue signiﬁcati\;a estadfsticamente en los tiempos 4, 8, 24 y 40 h. postoclusién verificando que
a los tiempos de 72 y 96 h. no presenta efecto significativo sobre a disminucidn 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 representacidn grdfica sc presenta en el grdfico No.1 el cual describe el efecto de la

Ropitofna en la evolucién temporal del tamafio del infarto miocdrdico en rata (53).

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

Grupo

control 20.77% | 27.16% | 35.91% | 39.19% | 19.96% | 13.85%

c.t.m. 1.07 2.14 2.08 1.02 0.09 1.07

Grupo

tratado 13.42% | 19.70% | 28.12% | 30.11% | 20.86% 15.87

e.t.m. 1.27 1.30 0.88 .19 1.68 1.49
GRUPO PORCENTAJE DE MIOCARDIO INFARTADO

Al grupo control se le administré propilenglicol 0.33milkg,; al grupo tratado Ropitoina
Imgikg; n=5 para los dos grupos. Modif. 53.
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ROPITOINA 1 mg. / kg. L.M.

o
o

W —UBPQU~S
R e SEE I

30

»
o
FR T

Ogr—DRTz

-
<

g%8 crupo TRATADO Ml GRUPO comnoﬂ

Grdfica No.l: Efecto de la Ropitoina. en. la evolucion del mﬁmo inducido
experimentalmente. Modif. de 53.



Introd. 43

3.5.4 DIFENILHIDANTOINA "DFH"

Aunque ain no se conoce con exactitud €l mecanismo de accién de la Ropitofna se le
atribuye el de su precursor quimico, es decir ]a DFH (Difenilhidantofna o Fenitofna), €l cual

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

catiénicos, sobre todo del flujo de sodio, que explica la disminucién de la pendi de
despolarizacién de la fase 4 de las fibras automdticas. En esta forma la estabilizacién de la
membrana junto con la disminucidn de la duracidn del potencial de accién colocan a la
fenitofna en Ia clase Ib.

Hoffman B. F, y Bigger T.J. clasifican a 1a DFH junto con la lidocafna y la procainamida
como excelente en su eficacia contra las arritmias en comparacién con la quinidina y
propanolol calificados como regularmente eficaces (102).

En la tabla 5 se presentan algunos cfectos de la DFH con respecto a otros férmacos.

TABLA No.5: CARACTERISTICAS ELECTROFISIOLOGICAS DE
VARIOS ANTIARRITMICOS

L

Automaticidad D D D
Capacidad de respuesta D D SC,A

PRE en relacidn con DPA A A A

Exitabilidad D D SC
Tiempo de conduccién AV SC,A SC,A SC,D
Arritmias experimentales ++ + ++7?

inducidas por .ligadura
coronaria

DFH, Difenilhidantofna. PRE, Perfodo refractario efectivo; DPA,duracién del potermal de
accién; +, moderadamente eficaz; ++.eficaz; +++ eficaz; A
D disminuido; SC,sin cambio. Modif. de 102 pp 821.
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4. ANTECEDENTES PARA LA
EXPERIMENTACTITON

En la gran mayoria de los casos una de las causas y mecanismos capaces de provocar
insuficiencia cardfaca, es la oclusién parcial o completa de una rama mds o menos

importante de las arterias coronarias de etiologfa ateroesclerdtica.

Cahe mencionar que los mecanismos celulares y las alteraciones involucradas y operativas
en estos factores no se han clarificado totalmente, pero los altos {ndices de correlacion entre
los factores mencionados y la aparicidn de la enfermedad coronaria en sus expresiones mds

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
especffico del sistema de conduccién (el nodo sinusal, el aurfculoventricular y parcialmente
la rama derecha del haz de His), la coronaria izquierda nutre bdsicamente tejido muscular
(todo el ventrfculo izquierdo y los dos tercios anteriores del tabique interventricular). Se
admite que la coronaria izquierda se distribuye en las tres cuartas partes del corazdn y la

coronaria derecha sélo lo hace en 1a parte restante.

De hecho la oclusién de la arteria coronaria derecha rara vez provoca la muerte del
enfermo y sélo da lugar a la aparicién de arritmias de diversas importancias, mientras que
la interrupcién de la circulacién en la arteria coronaria izquierda, afecta al corazén en su
funcidn de bomba por compromiso de la masa muscular contrdctil y en muchos casos, lleva

a la muerte sibita o a la insuficiencia cardfaca.
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Es clara entonces la gran importancia de establecer modelos experimentales de infarto
mijocdrdico que provean de informacién concerniente a la morfologfa, bioqufmica,
electrofisiologfa, y propiedades mecdnicas del miocardio infartado, asf como los cambios

hemodindmicos que ocurren siguiendo la oclusién de la arteria coronaria.

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

el infarto puede ser producido y cuantificado f consi y econd

(17,31).

E! animal mds usado es el perro,pero la ligacién de la arteria coronaria causa muchas
dificultades en el laboratorio y requiere procedimientos quinirgicos laboriosos. El infarto
resultante de la ligaci6n en sitios similares de algunas arterias puede variar grandemente en
tamaiio, asf que un gran nimero de estos animales relativamente costosos, son requeridos para

c ir resultados estadistic significativos (17).

B

Las técnicas disponibles para la oclusién de la arteria coronaria en animales pequefios tales
como la rata (41), presentan ventajas, por que la oclusidn quirirgica es fdcil de realizar y
no se requiere de equipo especializado,la compra y mantenimiento de estos animales es mas
econdmica, los corazones de rata son pequefios y por lo tanto pueden ser muestreados

ampliamente e¢n pocas secciones histoldgicas y la cuantificacidn del infarto es mds fdcil.

El modelo de infarto miocdrdico en rata, ha sido utilizado para estudiar las caracterfsticas
morfoldgicas de evolucién del mismo (13,16) y para evaluar el efecto de varios agentes
farmacoldgicos sobre el tamaiio del infarto ( 24 ). Desde entonces, este modelo muestra
grandes promesas para el estudio de intervenciones que modifiquen la evolucién del infarto

an.
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5. DESARROILILO EXPERIMENTAL.

5.1 MATERIAL Y REACTIVQS

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

SOLUCIONES

Oclusién: Solucién Satina Isotdnica
Eter (anest&sico)
Propilenglicol al 50 %

Perfusion: Solucidn Salina Isotdnica
Buffer pH 7.2
Glutaraldehido al 2 %

Microscopfa Electrdnica:
Glutaraldchido af 2%
Alcohol (40,50,60,70,80,90 y 100 %)
Tetrdxido de Osmio al 1%
Buffer pH 7.2
Oxido de Propileno
EPON (resina para inclusin)
Solucién Reynolds
Tungstanato de Magnesio

Azul de Metileno
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EQUIPO:
Material Quirirgico
Aparato de Perfusidn
Ultramicrotomo
Microscopio de Luz
Microscopio Electrénico de Transmisién JPS-100

Aparato de Vacfo

1 Control sano 1' [ ninguna

2 Controt con Oclusién 6 vehfeulo= 0.1 ml Propilenglic6l/SSF 1:1

3 || Tratado con Ropitofna 6 1 mg/kg peso/0.1 mi vehfculo
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18 Ratas Wistar

machos 250-300g

/

e

\

GRUPO 1

8in admlinistrar

GRUPO 2

0.1 m) vehiculo

GRUPO 3

1 mg/kg Ropitoina

J

J

FDLUBION DE LA ARTEH!A DESCENDENTE ANTERIQR 1ZQUIERDA

|

————

SAGRIFICIO DE LOS ANI“ALE!—H

J

l FIJACION DE LOS CORAZONES "IN BITU" POR PERFUSION ,]

|

L EXTRAGCION ¥ CORTE TRANBVERSAL DE tO8 CORAZONES I]

A4

¥

ZONA2Y &

TRATAMIENTO PARA MO
OBAERWCION
AES. CUALITATIVOS

—\

ZONA 1 (APICE)

TRATAMIENTO PARA MET
OHBEAWCION
RES. GUALITATIVOB
ANALIBNS
RES., CUANTITATIVOS

Fig. 12: Diagrama de flujo del diseffo experimental.




P.Experimental 49

5.3 METODOLOGIA

La técnica para inducir el infarto miocdrdico en la rata, estd basado en los reportes
descritos por Jhons y Olson (41) y sucesivamente por Seyle y col, (80).

El férmaco utilizado en este trabajo fue la ROPITOINA, derivado bdsico de la
Difenilhidantofna, valorado por Vidrio y col. en 1990, ellos encontraron que posee efecto

antiarr{tmico.

Administracién: Al grupo control sano (1) no se le administra. Al grupo control con
oclusién (2), se le administra 0.1 ml de vehfculo (propilenglicol/SS1 1:1). Al grupo tratado
con firmaco se le administra ROPITOINA en dosis de 1 mg/kg de peso /0.1 ml de vehiculo
por via LM.

Oclusi6n: 30 minutos después de la administracidn se ar ia cada rata con éter etflico y
se procede a ocluir la arteria coronaria descendente anterior izquierda, para ello s¢ realiza una
incisidn en el costado izquierdo a nivel tordcico entre la 4* y 5* costilla para exteriorizar al
corazén, se liga la arteria coronaria izquierda con hilo seda de 4/0 utilizando una aguja
atraumdtica, se regresa el corazén a la cavidad y se sutura la herida, de ser necesario es
posible asistir 1a respiracién con una bombilla de hule para insuflar los pulmones y restaurar
la presi(én negativa intratordxica, permitiendo ia recuperacién de la rata (41)

Perfusidn: Después de 4 h. de haber realizado 1a oclusion se Heva a cabo la perfusién del
corazdn, Para ello, la rata, se anestesia nuevamente con éter, se sujela a una mesa de
operacién, se abre el {érax y se localiza la aorta, esta arteria se bloquea con unas pinzas de
hemdstasis y por abajo de la ligadura se introduce un punzocat nimero 19 previamente
heparinizado, por medio del cudl s lava el corazén con Buffer de fosfatos pH 7.2, al mismo
tiempo se cortan las venas pulmonares para permitir la circulacién del amortiguador,
finalmente se introducen 10 ml de glutaraldehido al 2% para Hevar a cabo la fijacidn "in

situ”, tomando en cuenta las precauciones descritas cn el Apéndice I,
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Foto 2: Oclusién de la arteria coronaria descendente anterior izquierda. (ver texto

pag.49).
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Tratamiento de los corazones: Se extrae el corazén y se corta en rebanadas transversales
Asignandoles niimero en orden ascendente del dpice hacia arriba como se muestra en Ia figura
13. Posteriormente, las rebanadas 2 y 5 se separan para microscopfa éptica y se colocan
completas en un frasco bial que contiene plutaraldehido al 2 % tomando en cuenta las
precauciones necesarias durante la fijacién de un tejido (ver punto 1 del Apéndice I1). Dichas
muestras se deshidratan y se incluyen en parafina obteniendo cortes para microscopfa dptica
los cuales se tifien por la técnica Tricrémica de Masson.

El estudio cualitativo realizado en estas muestras se centré en una zona de cada corte
transversal obtenido para las zonas 2 y 5 correspondiente a la zona miocdrdica del ventriculo

izquierdo marcada como Zona A en la figura 13.

MO -
I
WL
C)
Tryas), [ ]
4 Zona A
3
2 M0 -
1 \ny
C D!
© g o
MET %85

Fig. 13: Procesamiento de las muestras. La rebanada 1 fue procesada para MET, las
rebanadas 2 y 5 fueron procesadas para MO y la Zona A es el drea en la que se centré el

estudio de MO para las zonas 2 y §.
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En cuanto las muestras para MET,se f le de la siguiente forma: la rebanada | se corta
¢n cubos de Imm mediante la técnica de navajas encontradas, se colocan los trozos de tejido
en un frasco bial con fjador al 2% durante 2 horas, posteriormente se realizan 3 lavados con
solucién buffer pH 7.2 durante 10 minutos cada uno, se efectiia una postfijacién con tetréxido
de osmio al 1% durante 2 horas, se lavan nuevamente las muestras 3 veces por perfodos de
10 minutos, continuando con la deshidratacién del tejido en alcoholes de 40,50,60, 70 80,

- 90y 100% con intervalos de 10 minutos cada cambio.Una vez deshidratadas las muestras se
realiza la infiltracién, en esta experimentacidn el solvente utilizado fue el 6xido de propileno

y 1a resina Epon-812.

La técnica es la siguiente:

Oxido de propileno 2 cambios/10 minutos cada uno
Oxido de propileno-resina 2:1 1 cambio /30 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
blogues que serdn utilizados para obtener cortes finos observables en MET, el tejido debe de
colocarse en la punta del contenedor y debe procurarse evitar a formacidn de busbujas de
aire (ver Apéndice Il punto 3), los contenedores se colocan en la estufa a 30°C, la
te:ﬁperatura se aumenta gradualmente durante dos dfas hasta llegar a 60°C para permitir una
polimerizacidn adecuada,

Cuando los bloques han polimerizado se lleva acabo Ia formacidn de pirdmides necesarias
para la obtencidn de cortes finos (ver Apéndice TI1). Los cortes finos titiles se contrastan por
Ia técnica de tincidn doble electroconductiva (ver Apéndice 1V). Las muestras se observan al

microscopio electrénico de transmisidn (JPS-100).



P.Experimental 53

Basindose inicialmente en las observaciones de MO, se hizo el andlisis cualitativo de los
grupos eligiendo los parémetros a evaluar por MET, los cuales podrfan ser ttiles para evaluar

el daiio causado por 1a oclusién asf como los cambios debidos al uso del firmaco probado.

Para realizar el andlisis cuantitativo se tomaron fotos de manera aleatoria en cada corte
obtenido de cada muestra y se determino el ndmero total de mitocondrias, mimero de
mitocondrias normales y dafiadas por cien micras cuadradas de tejido, el tamado del

sarcémero y el didfmetro mitocondrial para cada grupo estudiado.
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6. RESULTADOS

6.1 MICROSCOPIA OPTICA

6.1.1 Aspectos Cualitativos

Se compararén cualitativamente las caracteristicas celulares y tisulares entre el grupo
control con oclusién (2) y el grupo con previo tratamiento de Ropitofna (3) encontrando
claras diferencias entre ambos grupos,entre las que se pueden mencionar: Adelgazamiento de
fibras, presencia de fibroblastos, edema, hemorragia, congestién, infiltracién teucocitaria,
presencia de macrdfagos, despolimerizacién, espacio intercelular aumentado, presencia de
vacuolas intracitoplasmdticas, fibras onduladas y necrosis coagulativa (8,21).

Las fotos 3 y 4 muestran dos cortes de misculo cardfaco tomadas de muestras de miocardio
de ratas del grupo 1 (sanas), estas presentan caracterfsticas normales en cuanto al acomodo
de las fibras dispuestas regularmente y unidas por los discos intercalares caracterfsticos, su
forma es columnar alargada ramificada y se presenta una proporcién considerablemente mayor
de fibras musculares en relacién 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 nicleos presentan
forma oval o redonda dependiendo de la proyeccion del corte, la estructura de las miofibrillas
se aprecia totalmente fntegra y continua en el arreglo intercalado de actina y miosina cosa que
se evidencia por Ia 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: Corte transversal de ventriculo izquierdo del grupo 1 (control sanoj. En esta foto se
puede apreciar la estructura normal del miisculo cardlaco, se observan los niicleos (N} en
posicién paracentral (H & E) 16 X.

Foto 4: Corte transversal de corazon de rata del grupo I (control sano) en donde se puede
apreciar que el arveglo de las miofibrillas provoca el efecto dptico de estriacion,
(H&E). 16X,
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Las fotograffas 5 y 6 muestran la forma y disposicidn caracterfstica de las células del
miocardio en ventrfculo izquierdo para los grupos 2 (control con oclusién y sin tratamiento)
y 3 (con oclusién y tratamiento de ropitoina)

La imagen de la foto 5 nos muestra un corte transversal del corazén del grupo 2 donde se
puede apreciar marcadas diferencias con la morfologfa normal y caracterfstica del miocardio
sano (ver fotos 3 y 4). Inicialmente se puede apreciar un cambio en la apetencia tintorial de
las fibras cardiacas presentes en la zona afectada extendiéndose a veces hasta el septo
interventricular (séptum) y la pared del ventrfculo derecho, ya que las miofibrillas en lugar
de captar el color rojo escarlata que debe tomar con la técnica utilizada (tricromica de
Masson) se tifieron de un color que va desde el azul intenso hasta un tono lila o violeta, lo
que sugiere un cambio bioqufmico en las células afectadas por la isquemia. En la técnica de
Masson las fibras musculares y eritrocitos se tifien de rojo,el tejido conectivo de azul y
micleos de moradoa negro, evidenciando esta primer situacidn una diferencia morfofuncional
entre el tejido sano y el sometido a la oclusién coronaria.

La foto 6 fue tomada de un corte histoldgico del corazdn en la misma zona que la foto
anterior (mimero 5 en la pared del ventriculo izquierdo). Tamhién en esta foto se aprecia un
cambio en la apetencia tintorial de las fibras miocardiales, aunque, cabe sefialar que la zona
afectada es menor en extencién asf como en intensidad de 1a coloracion azul presente en las

fibras,
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fzquierdo del grupo 2 (control con
oclusion). En esta_foto se puede apreciar el cambio de aperencia tintorial del tejido afecrado
por la oclusion. (Tricromica de Masson) 16 X.

Foto 6: Corte transversal de corazén de rara del grupo 3 (tratado con ropitoina en donde
se puede apreciar que la extencién de la zona afectada por la oclusion es menor que en la
Soro 5. 3.2 X.
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La foto 7 corresponde al grupo 2 fué tomada en una zona correspondiente al Ifmite de la
zona infartada. Se observa la diferencia estructural existente entre fibras adyacentes con
diferentes grados de afeccién debido probablemente a los diferentes niveles de isquemia.
Arriba estdn presentes fibras que estin tefiidas debilmente(tono azulado), ademds estas fibras
presentan una reduccién en su didmetro y en concecuencia ¢l espacio intersticial se ve
aumentado. Abajo la mayorfa de las fibras muestran un color rojo escarlata intenso, difmetro

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

Foto 7: Corte transversal de corazdn del grupo 2. Se aprecia la diferencia de tincién y
didmetro de las fibras musculares entre fibras adyacentes de la zona cercana al borde del
infarto. (Tricrémita de Masson). 16 X.
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En la foto 8 se muestran dos cambios importantes ocurridos en ¢l grupo 2 en
comparacién con el 3, donde observamos un claro adelgazamiento de los miocitos
cvidenciado por ¢l aumento en ¢l espacio intercclular que corresponde a los espacios

blancos en la foto, ademds dichos espacios intercelulares estdn ahora invadidos por

gran cantidad de tcjido conjuntivo cvidenciado por la pr ia de aidcleos de

fibroblastos.

En la foto 9 correspondiente a un corte del corazén de la misma zona estudiada pero
del grupo 3, sc pucde apreciar que aunque existen lesiones provocadas por la isquemia,
tales como adelgazamicnto de fibras, aumento dcl cspacio intersticial,
desnaturalizacién de fibras ctc., sin embargo, estas lesiones son significativamente
menores que en ¢l grupo no tratado, cabe sefalar que inclusive la arquitectura general

s¢ ve mas estable.
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Foto 8: Esta foto del grupo 2, nos ofrece un detalle en donde se puede apreciar el
adelgazamiento de los miocardiocitos, asf como la evidente activacion del tejido conectivo
que tiende a sustituir al tejido danado que ha dejado grandes espacios intercelulares.
(Tricrémica de Masson). 16 X.
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Foto 9: Esta tom del grupo 3, se pue

en los darios presentes en el tejido en comparacidn con la foto 7. (Tricromica 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 dafio no debido a la isquemia (80),

P

» fué notori mayor en las ratas no tratadas que en

en nuestro trabajo €l ¢

las que recibieron el formaco.

En Ia foto 12 se muestran otros cambios tisulares encontrados y que fueron tomados como
pardmetros de dafio miocdrdico 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
comiin encontrar eritrocitos aglomerados.

3.- Infiltracién linfocitaria que no es normal en el lecho vascular (pavimentaci6n), asf como
fuera del mismo. La coloracién azul en la foto estd dada por las fibras de coldgena, que son
las mas abundantes del tejido conectivo.

En Ia foto 13, se muestra un detalle de la abundante infiltracién leucocitaria asf como de
la desnaturalizacién de las miofibrillas.
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Foto 10: Nos m

uestra el ondulamiento presente en las fibras de muestras del grupo 2, la
cual, es aiin mayor en la zona de fibras dailadas. (Tricrémica de Masson), I

6 X,

Foto 11: Nos muestra el ondulamiento presente en fibras de muestras del grupo 3, el cual
es menor que el que se observa en la foto 9. (Tricrémica de Masson). 16 X.



A

infiltracion leucocitaria.Se denora el fe
el cual los leucos viagjan cerca de la pared vascular. (Tricrémica de Masson). 16 X.

iv )

Foto 12: T() del grupo 2, se muestra abundante hemorragia (H), congestionamiento e
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ion de células blancas (P), en

Foto 13: Toma del grupo 2, muestra a detalle despolimerizacion (D) e infiltracidn
leucocitaria, se observan newrrdfilos (N), macréfagos (M) y Linfocitos (L). (Tricromica de

Masson). 16 X,
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A continuacién se muestran dos fotos del grupo 2 (sin tratamiento) en la 14a se nota
perfectamente u detalle las sarcdmeras asf mismo aparece seiialada con una flecha una
miofibrilla en la que se aprecia claramente que estd sufriendo un proceso de
despolimerizacidn, por otro lado hacia la izquierda de Ia foto las proteinas despolimerizadas
(producio 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 desorganizacidn
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 acumulacién de material amorfo tefiido de azul.

A diferencia de las dos anteriores Ia foto 15 se aprecian fibras miocdrdicas de muestras con
tratamiento de ropitofna y ¢n clia es evidente la diferencia en la afeccién de la estructura
miofibrilar que si bien presenta alguna irregularidad en las estriaciones esta no es tan
marcada, ademds de que €sta como otras muestras del mismo grupo no presenta la variacin

en [a apetencia tintorial que se presenté en las muestras no tratadas.
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Foto 14a: Detalle de la desnaturalizacion protéica que sufren las fibras afectadas por la

q La fibra lada con una flecha muestra claramente dicho proceso. (Tricromica
de Masson). 40 X.

Foto 14b: Orro detalle de la desnaturalizacion proteica. Las dos fotos fueron tomadas del
grupo 2 (con oclusion y sin tratamiento) (Tricromica de Masson). 40 X.
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Foto 15: Aspecto de la despolimerizacion presente en el grupo tratado con ropitoina
previamente a la oclusion de la coronaria ascendente anterior izquierda . (Tricrémica de

Masson). 40 X.

Aunque la necrosis coagulativa no es muy evidente en preparaciones histolégicas antes de
8 hrs (1,21) nosotros observamos que en cuatro de seis muestras del grupo control con
oclusién sf se presentd este tipo de lesidn en grado moderado, esto se muestra en la foto 16
marcada con flechas donde estidn 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 presents esta lesion pero en menor grado
de daflo, esto se demuestra en la foto 17, donde la apariencia de vidrio esmerilado es menor

que Ia de las zonas sefialadas en la foto 16,
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Foto 16: Evidencias de necrosis coagulaniva 4 h. posioclusion en el grupo 2, este grado de
daflo se identifica como moderado. (Tricrdmica de Masson). 40 X.
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Foto 17: Evidencias de necrosis coagulativa 4 h. postoclusion en el grupo 3 donde se
identificé como de grado leve. (Tricrémica de Masson) 40 X.
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A continuacitn se presentan las tablas acumulativas de frecuencia con la que se observd
cada tipo de daiio evaluado y el grado del mismo en Ia rebanada 2 y 5, representando dichos
resultados en las grdficas 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

. TIPL -DE LESION" GGir - GRUPO 2 (%) ().
T 300 5.0
ADELGAZAMIZNTO [ 300 123
s [0 0.0
L %0 123
FIIROBLASTOS a0 50 w0
s 00 0.0
L a3 373
BREMA M 123 X
] 00 0.0
L 300 373
HEMORRAGIA M 250 373
3 23 0.0
T 300 5.0
CONGESTIONAMIENT [ s 3.0
) 00 00
L 300 as
L M 12.5 125
0 123 [
L [ 300
DESPOLIMERIZACION o 0 50
s o5 0.0
L 313 5.0
ESPACIO INTERCELULAR o s 73
s 5.0 0.0
L 12.5 12.8
PRESENCIA DB [ 123 0.0
5 [X] [
L B0 B0
NECROSIS COAGULATIVA " s 3
s 00 (D)
L 2.3 CX]
FIDRAS ONDULADAS o Y 3
F] 230 o0

Gr, grado de la lesion; L,leve; M.moderada; S.severa. Grupoe 2= Control con oclusion;
Grupo 3 = Tratado con Ropitoina (Imglkg) 30 min. previos a la oclusién.
La frecuencia presentada es porcentual con respecto al niimero de muestras analizadas.

i
k
I
j



GRAFICA No.2:FRECUENCIA DE CADA TIPO DE LESION POR GRUPO

EN LA ZONA 2
A) CONTROL CON OCLUSION B)TRATADO CON ROPITOINA 1(mg/kg)
F F
R R
E E
c c
u u
E €
N N
c c
1 |
A A
A F E H C L D El PM NC FO A F E H CV IL D EI PM NC FO
TIPO DE LESION TIPO DE LESION
‘{, Z31eve  EZimopErapo I SEVERO I Fj LE:IE V@MDDERADD Wl SEVERO I
to: F, E,edema; H, C. lento IF,Intiltrac)én leucocitaria; D,despolimerizacion;
T PM, 1a de NC,necrosis coagulativa; FO, fibras onduladas.

o
: La frecuencia presentada s scumulativa.
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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

L .0
ADELOAZAMIENTO " =
s s
T s
FIBROBLASTOS o oo y
S 20 1
L 1.8 ]
EDEMA [3 123 X
s X 1
L 0.0 .
HEMORNAGIA 7] 2.3 X
s 3.0 [
L 0.0 0.0
CONGESTIONAMIENTO o 5 o
s 00 [
L 0.0 5.0
INFILTRACION L [ 123 12.5
3 00 00
T ] 255
M o0 123
s 3.3 12
L 500 s
L ULAR M 123 1135
s 373 [
T 00 123
PRESENGIA DB m oo s
8 0.0 0.0
L 500 E)
NECROSIS COAGULATIVA ™ T =0
s ) oo
© 3.0 %00
FIARAS ONDULADAS - Y =
5 e o0

Gr, grado de la lesion; L,leve; M,moderada; S,severa. Grupo 2= Control con oclusion;
Grupe 3 = Tratado con Ropitolna (Imglkg) 30 min. previos a la oclusidn.
La frecuencia presentada es porcentual con respecto al niimero de muestras analizadas.



GRAFICA No.3: FRECUENCIA DE CADA TIPO DE LESION POR GRUPQ
EN LA ZONA 5

A) CONTROL CON OCLUSION

B) TRATADO CON ROPITOINA 1(mg/kg)

120
F F
100
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E E
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E E
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!
A F E.edema; H, s C X D
) 1 P, 1n de NC.aecrésis Fo, tibrax

Nota: La fracuencia presentada es acumulativa.
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6.2 MICROSCOPIA ELECTRONICA

ASPECTOS CUALITATIVOS

A) GRUPO CONTROL SANO
(SIN OCLUSION).

Se caracterizg el mibsculo cardiaco normud de vt a partic de los cortes finos del Grupo
Control Sano (sin oclusion) dichas caracteristicas se ejemplifican y explican detalludamente

en lay siguientes microgradtas:

Micrografia 3: Corte longundingl de micardiocitos de ratas Wistar. CGrupo controi

satto, 4775 X0\ nticleen, T oabiloy T,
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La micrograffa 3 nos muestra las caracterfsticas del musculo cardfaco sano, donde, se
observa la estriacidn originada porque los miocardiocitos contienen filamentos de actina y
miosina intercalados, por tanto, tas miofibrillas tienen bandas alternas claras y obscuras.

Las bandas claras contienen los filamentos de actina, las bandas obscuras contienen los
filamentos de miosina, asf como los extremos de actina cuando se superponen a Ja miosina.
La linca Z tambidn pasa de una miofibrilla a otra uniendo las miofibrillas entre si a Io fargo
del miocito son estas bandas las que dan al musculo cardfaco el aspecto estriado. Se observa
ta disposicidn regular de los sarcémeros y gran cantidad de mitocondrias situadas entre las

mioﬁbrillas, par

a fas mi esto estd en relacidn con las grandes cantidades de
ATP necesarias para la contraccién, ademds las mitocondrias presentan una conformacién
caracterfstica (ver micrograffa 4).

‘También en la micrograffa 3 se observa parte del nicleo (N) con una matriz densa en la
cual esta presente cromatina dispersa 1o que denota una actividad celulur normal (6),ademds
es notorio que no estdn presentes gran cantidad de mitocondrias alrededor del nicleo. Se
sefialan espacios blancos situados cntre las Jfneas Z, disposicién caracterfstica de los tubulos

del reticulo sarcopldsmico flamados tubulos T.
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Micrografla 4: Representativa de lus mitocondrias (M) normales en meisculo cardfuco,estu
JSue 1omada del grupo comtrol suno 'y se observa una mitocondria en el centro (M) que
presenta forma cardcterlstica, membrand externa intucta, matriz densa con presencia de
crestas intermas integras y sin acimulaciones extraordinarivs de material electroconductivo, Se
hace hincapié en lu presenciu de una membrana externa muy bien conservada y continua sin

la presenciu de desprendimientos ni elongaciones, 32713 X.
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Micrografia 5: Se muestra ef espacio subsarcolémico (ESS). Grupo control 30499 X,

caracteristicas normrales del espacio subsareolémico

En la micrografia 5 se ejemplitican las
v la membrana en su union con la linea Z a travds del wibulo T del cual es posible observar
la luz del conducto (T), dicha unidn por su zlpalriehcin es llamada de olin. Los espacios en
hlanco son parte del sarcopldsma en el que se encuentran incluidos los organelos. este espacio
es mas nutorio debido a la magnificacion. Ef surcdmero (S) presente en la misma microgralia,
¢s buen gjemplo de la dispusicidny consecutiva y alternada de filamentos de acting y miosina

que forman al superponerse bandas obscuras (M,A y Z) y claras (H e I).
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Micrografia 6: Nicleo (N). grupo controf suno. 5400 X.

clerfstico en. fos: miocitos

En la micrograffa 6 se nhservu ddmmeme un nudeo Ld

Se presenta un curioplasma dens

que delimita perfecumeme ul micle mne‘ de m.xten.u

En el Len!ro se encuenlran tr 5 pol

denso ldennﬁuddos Lomo nucleolo 5 En ¢ cru}= .m'a es win mas not

en formd paraleld a todo lo lnrgo del mlocm) em.re Ids ‘miofi brlllas

mnocondnns dxspuest;

Se observi wmhxén I dupoalc:dn re;,u!ar en los sarcomeros. -
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Micrografla 7: Filamentos de actina 'y miosina en el sarcémero. Grupo

control sano. 53872 X.

La anterjor. micrograffa muestra un detalle de la unidn de los miofilamentos y demuestra
que la apare‘nte‘scparacidn de algunos miofilamentos, es mas bien un efecto Sptico pues a
un gran aumento ‘como éste se.verifica que atinque las miofibrillas se encuentran ligeramente
separadas y‘wr‘lo lomlﬁ\ente rectas la unién entre los filamentos de actina y miosina adn

persisten.
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BYGRUPO CONTROL CON OCLUSION

Para el Grupo 2 (eontrol con oclusidn de fa arteria descendente anterior izquierda) se
caraelerizaron Jos cambios presentes en fa ultraestructura celular con respecto al Grupo 1,

cjemplificando dichos cambios en las microgratins siguientes:

Micrografia 8: Panordmica de miocardio del grupo control con oclusion. N

(nticleoj, M (mitocondrius). X 4250
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La micrograffa 8 presenta una vista a poco aumento de un corte obtenido del grupo control
con oclusién. Aquf se puede apreciar muy claramente, Ia presencia de daiios estructurales
especificos entre los que se encuentran: La presencia de un nicleo cuya cromatina estd
migrada a la periferia, este cambio esta evidenciado por un halo interno de material
electroconductivo, ademds estdn presentes condensaciones de heterocromatina que presentan
diversas formas irregulares no comparables con los presentes en la micrograffa 6 (ver pag.
76).

Se observan abundantes mitocondrias las cuales presentan diversos grados de dafio, dichas
mitocondrias se aprecian con espacios internos vacfos y mds atin, estdn presentes espacios en
blanco los cuales presumibtemente son espacios debidos a la Ifsis mitocondrial, del lado
derecho del micleo se observa una acumulacién de mitocondrias, caracterfstica identificada
por algunos autores como daifio celular debido especfficamente a la oclusién (101).

Ademds de lo anterior las miofibrillas presentes tienen una estructura bastante bien
conservada y avn existen miofibrillas en proporcidén similar a la de un control sano, cstas
observaciones muestran que el grado de dafio en una misma zona es diverso como se verd en

Ia micrograffa 9.

BN TS 7 O
SALIE OE LA BIBLIBTECA
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Micrografia 9: Panordmica de mivcardio Dafto severo, Foco de

despolimerizacion (£FD), Espacio subsarcolémivo (ESS). Grupo con oclusion. 4591 X.

En L microgratia 9, se muestran cambios nuds severos observados en el grupe con oclusicn
» sin tratwmiento en el ewdl el arreglo de las miofibrillas no es regular como en 2! grupu sano
(ver micropralia 3), se presentan distintos grados de destruccidn y despolimerizacion de fas
miotibrillas, de hecho aqud observamos la presencia de dos focos de despolimerizacidn (1d),
adenuis estif presente un sumento en ¢l espacio intermiofibrilar, abundante sarcoplasma, daio
mitocondrial Jesde hipertrofia hasta lisis, se incrementa el espacio subsarcolémico (ESS)

observando ta profiferacion de mitocondrias en ¢l mismo, en los nicleos se observa 1a

migracion de la cromating hacia Ta periferia y aparentemente hay y en’ el ndmero de
mitocondrias sobre todo en la zona cercana al micleo como se menciond en ' micrografia

anterior.
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Micrografta 10: Dano mitocondrial. Grupo con oclusién. 21614 X.

La micrograffa 10 es representativa del dafio mitocondrial en las muestras analizadas para
el grupo 2 (control con oclusidn y sin tratamiento), en ella se observa un gran incremento en
el espacio interno mitocondrial debido a la destruccidn de crestas mitocondriales y un aparente
"hinchamiento” debido a la lesidn, algunos autores mencionan que esta caracterfstica puede
ser debida a la hipertrofia como respuesta celular ante el proceso de anoxia (34,36,37).
Ademids se noté un aparente aumento en el mimero de mitocondrias presentes en el tejido
cardfaco o al menos en la proporcidn de mitocondrias con respecto a las miofibrillas presentes
en el campo de observacidn, pues se nota que la mayorfa del espacio interno del miocito ests

ocupado por tales organelos.
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Micrografiu 11: tumento en el espucio subsarcolémico, Foco de despolimerizacion (FD).
8

Grupo control con oclusion 17501 X,

La micrografia 12 muestra con mas detatle el aumento en el espacio subsarcolémico en el que
ademds han proliferado gran mimero de mitocondrias y se ha perdido Ta unisn entre el
sarcolemit y la lnea Z, estd presente una miolibrilla gue aparentementese encuentra en buen
estadu pero aparece en el extremo superior izquierdo un foco de despolimerizacicn (fd) en

el yue s¢ nota clarumente la discontinuidad de la lfnea M.
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Micrografta 12: Tipo de niicleos presentes en el Grupo control con oclusion 7272 X,

En s micrograffa 12 aparece un nicleo (N) clisico del grupe con oclusion, donde la

cromating se encuentra evideniemente desplazada a la periferia interna nuclear, se observan

¢ miofibrilas.

abundantes mitocondrias atrededor.del nicleo y es notoria Ta casi ausenci
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Micrografia 13: Foco de despolimerizacion de miofitamenios.

Gruper control con oclusion 55096 X,

La micrografia mimere 13 wmada o gran aumento gque muestra @ detalle ur foco de
despolimerizacion, argumentando que de derecha i izquicrda aparecen miofilamentos intactos
que se contimian por una serie de puntos en desorden en lugar de continuar ¢l arreglo de

unicn entre filaimentos Je actina y miosina.
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. C) GRUPO CON OCLUSION Y
“TRATAMIENTO PREVIO DE ROPITOINA

A continuacidn se presentan algunas micrograffas en Jas que se ejemplitican los cambios
observados en el Grupo con Tratamiento de Ropitoina (1 mg/kg) previo a la oclusion de 1y

arteria coronaria descendente anterior fzyuierda:

Micrografla 14: Punordmica de miocardio, Grupo tratado con Ropitolna

La micrografia 14 es una vista a pequedio aumento en la que se muestran las caracteristicas
del grupo 3 (control con oclusion y traamiento de ropitoina), en ella se observa meaor grado
de dafio en todos los aspectos establecidos con respecto al grupo con velusidn y sin
tratamiento. El arreglo de miofibrillas es mas regular y la despolimerizacidn y destruccion
de las mismas ¢s evidentemente menor, se presenta dafio mitocondrial aungue cualitativamente
éste es menor que en el grupo 2 control con oclusidn, pues, 1a matriz mitocondrial aparece
mucho mds densa y ademifs aparentemente el nimero de mitocondrias es tambidn mayor que
en el prupo | control'sano, El espacio subsarcolémico se presenta con la apariencia cldsica

del grupo sano y el sarcolema no presenta desprendimientos.
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Micrograffa 15: Daito mitocondrial presente en el Grupo comrol con
tratamniento de Ropirofna, 32190 X

La micrografia 15 muestra las caracteristicas generales de las mitocondrias presentes en el
grupo control con tratamiento de Ropitofna previo a la oclusidn observando en ellas
caracteristicas mas normales en lo que a morfologfa se refiere pues se nota en ellas la
presencia de la membrana externa bien conservada y aungue estdn presentes ciertos espacios
vacfos en la matriz mitocondrial no llegan al porcentaje cualitativamente observado en el
grupo 2 con oclusion y sin tratamiento. Ademds de yue lus crestas internas se ven bastante
bien conservadas. En este punto diremos que la Ifsis es mas evidente pues las mitocondrias
que llegan a midximo de dafio, es decir, la ruptura externa es muy notoria, aunque las que

persisten se notan mas conservadas en lo que a dado interno se refiere,
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Micrografla 16: Cromatina periférica presente en
el grupo con tratamiento, 4705 X

La micrograffa 16 muestra uno de los dos lii)os de nidcleos observados dentro del grupo 3,
dicho ndcleo presenta nuevamente heterocromatina periférica y acumulos de este tipo de
cromatina en -el interior nuclear, esuf presente al centro una acumulacién mayor y bien
definida en cuanto a su forma por lo que se le identifica como nucléolo, ademds de las
caracterfsticas nucleares queremos hacer evidente la proliferacidn de mitocondrias a su
alrededor lo cual de nuevo implica una respuesta celular para prevenic en cierta forma el dafio
por anoxia (34,36,37). Por otra parte tambicn es de notarse la presencia J¢ un mayor mimero
de miofibrillas ademds de que se encuentran mejor conservadas en su estructura en
comparacién con el grupo 2 en el cual se observaban miofiblrillas en menor cantidad y con

un grado de dafio mayor.
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Micrografta 17: Cromatina dispersa presente en el grupo con tratamiento 4407 X.

La micrograffa 17 muestra un segundo tipo de ndcleos observados en las muestras
analizadas para el grupo 3 caracterizdndo a éste como un niicleo de apariencia normal en
cuanto a que estid presente la cromatina dispersa en el interior del micleo. Por cierto que esta
es una toma muy similar a la presentada en la micrografta 6 (ver pag 76) aunque en esta
micrograffa es evidente lo que se menciond con respecto a la fsis mitocondrial en cuanto a
que es mas evidente en grado pero no en mimero, se marcan con flechas dos sitios donde se

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

10 muy poco dafiadas en su estructura interna, ademds hay una clara disminucién de

la proliferacidn mitocondrial alrededor del ndcleo.
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Micrografla 18: Reguluridud en sarcomeros y miofilamnentos. Union sarcoléma-ltnea Z
(flechas). El recuadro suestra el tipo de zona elegida en el miocito pura realizar la

cuantificacion mitocondrial, 3254 X

Finalmente presentamos la micrograffa 18 tomada del grupo con tratamiento de Ropitofa
donde es atn mas evidente la regularidad de los sarcomeros, 1a conservacicn en lu proporcion
de miofibrillas y mitocondrias en el miocito, ademds en el borde inferior izquierdo es bastante
notoria la conservacisn de [a unién cnraclerrsticu,'emre el sarcolema y las miofibrillas en la
Ifnea Z del sarcdmero (flechas), demostrando la in;egridﬂd de la membrana sarcolémica.

La forma oval en el extremo derecho de la fibra ‘es el micleo de un capilar.
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En Ia 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.

Densas, compactas, | Tiene Continua, Dispersa. |Las bandas

con crestas internas | apariencia fntegra y (ecucromati | son continuas

1 integras. cldsica. adherida a Ia |na) y con arreglo
Sano su_pe::ﬁcne del cldsico.

miocito

Respecto al grupo | Se Hay Migrada a |Se pierde el

1,son menos incrementa cl{desprendi- la arreglo y se

densas,gran espacio y se |miento y en ({periferia lobservan

cantidad presenta observa algunos casos | (heterocro [distintos

2 diferentes grados de | proliferacion |aparecen matina) |grados de

Con  |dafio interno desde |de rupturas. destruccidn y

oclusién {hipertrofia mitocondrias despolimeri-
sin (hinchzmiento) zacién

tratamiento | hasta Ifsis, la
mayorfa estd

destruidu
En general hay Tiene Desprendi- | Heterocro |En menor
menos dafio que en | apariencia miento y matina en |desarreglo
el grupo2 y cldsica. ruptura pero |el mayor |que las
3 aparece un menor en menor nimero dejobservadas
Con nimero de lisadas. grado que el |nicleos, Jen el grupo
tratamiento grupo 2. eucromati (2, en un 66
Ropitofna na en % de las
(Img/kg) algunos. |muestras se
observa
fibras

hipercontrai-
das.
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En base al andlisis cualitativo se determind la manera de realizar el andlisis cuantitativo de

las estructuras elegidas, la cual se especifica a continuacidn,

MITOCONDRIAS TOTALES

Para determinar el nimero de mitocondrias totales por unidad de drea se realizd Ia cuenta
de las mitocondrias presentes en cada micrograffa tomada, luego, se relaciond dicho nimero
con Ja superficie de Ia foto en milfmetros y finalmente siguiendo Ia metodologfa descrita en
el Apéndice VI (Manejo de Datos de Tamafio en Foto a Tamaiio Real) se obtuvieron las
superficies en micras para cada micrograffa, posteriormente se sac6 el cociente del mimero
de mitocondrias entre 1a superficie en la que se contaron dichas mitocondrias con lo que se
obtiene el mimero de mitocondrias por micra cuadrada de tejido, sin embargo, para facilidad
de manejo se calculd la relacién de mitocondrias/superficie por 100 micras cuadradas los que
se presentan a continuacién para cada grupo experimental,

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

sarcGmeros sin tomar en cuenta el espacio intercelular.
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MITOCONDRIAS NORMALES

De la forma descrita anteriormente para mitocondrias totales se llevé a cabo la cuenta de
mitocondrias normales por unidad de drea por rata para cada grupo. Contando solo aquellas
mitocondrias que no presentaban dafio aparente, definiendo como daiio cualquier apariencia
anormal presente en la mitocondria (ver aspectos cualitativos) desde espacios apreciables en
la matriz mitocondrial y desaparicién de crestas mitocondriales hasta lisis mitocondrial. La
forma no se consideré ya que depende en gran medida de el dngulo de corte asf como del
espacio en el que s¢ encuentren distribuidas las mitocondrias,

MITOCONDRIAS DANADAS

De la forma descrita para la cuenta de mitocondrias totales se llevé a cabo esta cuenta salvo
que se consideraron solo las mitocondrias que presentaban algin daiio en su estructura como

se menciond desde hipertrofia hasta lisis.

PORCIENTO DE DANO MITOCONDRIAL

Se determing el porcentaje de dadio mitocondrial para los grupos haciendo la relacién
porcentual del mimero de mitocondrias dafiadas con respecto al nimero de mitocondrias

totales.

% DANO= (mit.dafiadas/mit.tot.)*100
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DIAMETRO MITOCONDRIAL.

Se determing el didmetro mitocondrial normal midiendo en las micrograffas 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 fas membranas de una y otra mitocondria cercanas fntegras o lisadas.

Considerando la forma caracteristica de las mitocondrias (101)
la cual es oval y presenta dos didmetros, (uno mayor si el corte se realizé longitudinalmente
a ella y otro menor en el caso contrario) se determind el medir solo el didmetro menor para

controlar lo mas posible la medicidn.

Carte Longitudinal

aM> dm 1

Corte Transversal
M e 2

Fig.14: Medicién del didmetro mitocondrial. dM; didmetro mayor dm; didmetro menor.
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TAMANO DEL SARCOMERO

Se midi6 el tamaiio del sarcémero es decir la longitud entre dos lineas Z, esto se realizd
para los diferentes grupos tomando en cuenta solo aquellos sarcémeros que se encontraban
fntegros 1a conversidn de medida en foto se realizé multiplicando por el factor de correccién
a tamaiio real en micras (ver apéndice V1),

Para las evaluaciones mencionadas se determinaron promedios por rata obteniendo un error
estandar menor al 20% con lo que se verificd el comportamiento homogeneo de los lotes y
por lo que se calculé el promedio por grupo para cada determinacién efectuada, los resultados

se presentan en la tabla No. 9.

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

1 34.7058

0.4548 1 1.7431{ 0.7891 } 2.51315

2 17.87813| B8.38708] 9.4910 | 55.4299§ 1.07300| 2.3604

3 21.00833 | 18.8540 2.1542 | 149687 1.15697] 2.5737

MTla = Mitocondrias totales por 100 micras cuadradas.
%D = Porcentaje de daflo mitocondrial.

MNla = Mitocondrias normales por 100 micras cuadradas.
DMN = Didmetro de mitocondrias normales

MDla = Mitocondrias dafiadas por 100 micras cuadradas.
TS = Tamafio del sarcémero (micras)
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Con los resultados anteriores se realizé un analisis estadistico por t de student y
ANADEVA para encontrar diferencia entre lotes, los resultados del analisis estadfstico se

resumen en la siguiente tabla.

Tabla 10: RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE SIGNIFICANCIA

ESTADISTICA.
l % % K *x E 1] x
2 - *x ¥ o % o
3 * % LEJ Lid ok =k e
2 vs 3 L2 * * * L2 ok

* = Diferencia significativa con P < 0.05
** = No hay diferencia significativa con P < 0.05

Se abserva que hay diferencias significativas para las medias de mitocondrias normales,
motocondrias dafiadas y porcentaje de daifo mitocondrial. Las medias de tamafo del
sarcémero asf como didmetro mitocondrial tienen valores con tendencia de aumento para el
tercer grupo con respecto a los grupos 1 y 2, sin embargo se determiné que tal diferencia no
es estadisticamente significativa.

A continuacién se p grifi los resultados obtenidos.

b
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GRAFICA No.4: MITOCONDRIAS PRESENTES POR-UNIDAD DE AREA

3 ToraLes
NORMALES
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GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3

Grdfica No.4: Muestra la variacion en el niimero de mitocondrias totales, normales y
dafadas en los grupos rrabajados, El nimero de mitocondrias totales es en el grupo 1 mayor
que en el grupo 2. En el grupo 3 atn se ve disminuido el niimero de mitocondrias totales,
sin embargo en el grupo 3 el niimero de mitocondrias normales es considerablemente mayor

con respecto al grnupo 2,
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QRAFICA 5: % DE DANO MITOCONDRIAL POR GRUPO
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para cada grupo.

Grdfica No.5: Muestra el porcentaje de mitocondrias daftadas determinado en cada grupo,
es claro el aumento en el daflo mitocondrial presente en el grupo 2 con respecto a 1. En
cambio en el grupo tratado si bien se presenta cierto porcentaje de mitocondrias dafadas este
disminuye en un 40.5% con respecto al grupo 2.
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QRAFICA No.8\.TAMARD OEL S8ARCOMERO POR GRUPO
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Grdfica No.6: Muestra el tamaiio promedio de los sarcomeros en los tres grupos trabajados
medidos emtre lineas Z. Se consideraron solo aquellos sarcémeros que se encontraban en
estado de relajacién e fntegros en su estructura. Se observé que la longitud de los mismos
no presenta diferencias estadisticamente significativas.
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GRAFICA No.7:DIAMETRO MITOCONDRIAL POR GAUFOS
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Grdfica No.7: Muestra el didmetro mitocondrial promedio para los tres grupos trabajados.
Se consideraron solo las mitocondrias que se evaluaron como normales midiendo solo el
didmetro menor (ver pag. 93). Se determiné que no hay diferencia significativa entre grupos.
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7. DISCUSION

7.1 ASPECTOS CUALITATIVOS

De acuerdo con el andlisis tisular se encontré que hay una gran relacion entre los cambios
provocados por la oclusién coronaria. Con respecto al grupo 1 se observaron varios dafios en

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

El grupo 2 se caracterizd por el desarreglo de bandas, asf como la ausencia de las mismas
fo que indica despolimerizaci6n, 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 dafios observados en los grupos 2 y 3 con respecto al grupo 1 se encuentran
cambios relacionados a la pérdida de funcién como son 1a despolimerizacion de las protefnas
contractiles en el miocito, 1a cual, provoca un adelgazamiento en las fibras con la consecuente
expulsién de Ifquido intercelular que provoca edema y por tanto cl aumento en el espacio
intersticial posteriormente la célula evoluciona a un estado de necrosis 1o que propicia una

respuesta inflamatoria para remover el tejido necrosado.

Inicialmente se observé congestionamiento, lo cual se atribuye a un aumento del flujo
vascular en la circulacién colateral que pretende substituir Ia falta del riego principal, unido
a esto se presentan claras evidencias de hemorragia ésta se evalud positivamente solo cuando
se observé debida al fendmeno de diapedesis puesto que ello 5 tambien una respuesta a la

falta de oxfgeno, en la cual, se permite la salida de los eritrocitos para proveer de oxigeno
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a la celulas que presentan un daflo reversible, por otra parte junto con las células es expulsado
también el plasma que contribuye a la presencia de edema. Lo anterior es 1a causa de un
aumento en la infiltracién leucocitaria y con ello un aumento en la presencia de macréfagos

puesto que son las células encargadas de retirar a las células necrosadas.

Los cambios observados no se dan en el orden mencionado porque todos ellos ocurren de
manera simultanea unos como respuesta a otros, muestra de ello es la apetencia tintorial
debida a los cambios bioquimicos que sufre la célula en estado de anoxia y aun de necrosis
donde hay una disminucidn en el pH y se favorece en el tejido la fijacidn del colorante de
caracter bdsico dando Ia coloracién 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 ultraestructurales

disminuye considerablemente con respecto al grupo 2.

Con dicho andlisis ultraestructural fué posible evidenciar cambios intracelulares que se
correlacionan con las observaciones a nivel éptico como son el desarreglo estructural de los
sarcémeros debido a la despolimerizacidn de los filamentos de actina y miosina, se observd
clarameante el fenémeno de perdida de miofibrillas por el porcentaje de drea que estas ocupan

con respecto a ¢l nimero de mitocondrias y el espacio plasmdtico.

Asf mismo se observé el fenémeno de formacidn de vesfculas subsarcolemicas y con ello
la deformacidn del sarcolema dando lugar a estructuras con apariencia de olan y a veces
desprendimiento de la unién del sarcoléma y miofibrillas (coneccidn del tubulo T con la lnea

2).
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Se corrobord la intensa actividad a la que se encuentran sometidos los miocitos pues en las
muestras del grupo 2 se observaron repetidamente niicleos conteniendo heterocromatina

migrada hacia la periferia.

Igualmente de la observacion meramente cualitativa se determing que en efecto los cambios
presentados en la estructura de las muestras det 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 informacién que puede proporcionar una sola micrograffa y el gran
mimero de fenémenos que se pueden suponer en cada estructura presente en la misma, fué
necesario limitar Ia observacion de las muestras a dos estructuras: sarcémeros y mitocondrias

para un analisis mas amplio en la parte cuantitativa del estudio.



103

7.2 ASPECTOS CUANTITATIVOS

Para los dos grupos se cumple que la zona 2 fué mas afectada que la zona 5 puesto que el

nimero de muestras en las que se presentd daiio es la que se presenta en la Tabla No. 11,

TABLA No. 11: FRECUENCIA DE MUESTRAS QUE PRESENTARON
CUALQUIER TIPO DE DANO POR ZONAS EN LOS GRUPOS 2 Y 3.

Zona 2 Zona 5 Zona 2 Zona 5
L=3636% L=3523 % L=43.18 % L= 40.91 %
M= 26.14 % M= 2159 % M= 12.50 % M= 12.50 %
5= 1250 % 5= 13.4 % S= 0.00 % S= 114 %
T= 75.00 % T= 7045 % T= 55.68 % T= 54.55 %

L, leve; M, Moderado; S, Severo. T, Dafio Total independientemente del gradoy 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 Ia falta de oxfgeno y por ello un porcentaje

mayor de muestras presentan dafios y en mayor severidad.

Por otra parte se pone también de manifiesto que en el grupo previamente tratado con
Ropitofna hay un menor nimero de muestras que presentan dafio (Zona 2= 55.68 % y Zona
5= 54.55%) en comparacién con el grupo 2 (Zona 2= 75.00 % y Zona 5 70.45%) y por
tanto esta variacién es debida al efecto protector de la Ropitofna.

A nivel ultraestructura se comprueba estadfsticamente que no hubo diferencia para todos
los pardmetros evaluados (mitocondrias totales , normales y dafiadas por unidad de drea,
tamaiio del sarcémero y difmetro 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 oclusidn), del grupo 2 (control con oclusi6n y sin tratamiento) y del grupo 3 (con
tratamiento de ropitofna previo a la oclusién coronaria), esto indica que los grupos se

comportaron homogeneamente,

Comparando el grupo 1 con el grupo 2 se observa una disminucién en el mimero de
mitocondrias totales lo cual es congruente con varios estudios (17,34,37), esto se atribuye 2

la lisis mitocondrial por falta de oxfgeno.

Sin embargo, el mimero de mitocondrias dafiadas es mayor en el grupo 2 lo cual afirma un

grado de afeccién mayor debido a la isquemia por oclusién.
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Lo mas sobresaliente es el 40.46 % menos en el dafio mitocondrial en el grupo 3 con

respecto a 2 lo cual nuevamente afirma el efecto benéfico de Ia Ropitofna.

El tamaiio de los sarc6meros no presentd una variacidn significativa entre grupos, esto se
atribuye a que se realiz6 1a medicin de 1a longitud del sarcémero solo en aquellos que se
encontraban integros y- en estado de relajacién, esto corrobora el hecho de que la
ultraestructura miocitica 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 tamario del sarcémero reportado antes por otros autores (4,45,47,26,49,67).

En cuanto al didmetro mitocondrial, éste tampoco present6 variacién significativa entre
grupos, esto es 16gico pensando en que para realizar la medicién se tomaron en cuenta solo
aquellas mitocondrias cuya estructura se observé fntegra es decir aquellas que se identificarén
como mitocondrias normales,sin embargo comparando los didmetros promedio de los grupos

los cuales son:

1)control sano= 0.79 micras; 2)control con oclusivn= 1.07 micras y 3)tratado con
Ropitofna = 1,16 micras, observamos que se presenta cierta tendencia a un aumento en €l
didmetro mitocondrial, el cual, puede ser provocado por hipertrofia mitocondrial como
respuesta celular ante la isquemia hecho que han mencionado algunos autores (1,2,3,4,7).
Otra explicacion es que debido a los cambios biqufmicos que intercelularmente tienen lugar
en condiciones de anoxia, la membrana mitocondrial se vuelve permeable y permite la entrada
de Ifquido sarcoplasmdtico. Una tercer tcorfa es que simplemente al estar habiendo
despolimerizacicn de las protefnas 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 pardmetro.

Se recomienda para posteriores estudios el estandarizar Ia direccién del corte del tejido asf
como tratar de infiltrar y obtener los cortes para MET en la misma direccién y del mosmo
tamafio tratando con ello el temer un mayor control y homogeneidad en los resultados

obtenidos.
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8. CONCLUSIONES

- SE CARACTERIZO A NIVEL TISULAR Y ULTRAESTRUCTURAL AL TEJIDO
CARDIACO DE RATA MEDIANTE TECNICAS DE MICROSCOPIA OPTICA Y
MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION RESPECTIVAMENTE.

- SE DETERMINARON LOS CAMBIOS TISULARES QUE SE PRESENTAN AL
INDUCIR EL INFARTO MIOCARDICO MEDIANTE LA OCLUSION
EXPERIMENTAL DELA RAMA DESCENDENTE ANTERIORIZQUIERDA DE LA
ARTERIA CORONARIA, LOS <CUALES SON: ADELGAZAMIENTO,
DESPOLIMERIZACION, ONDULAMIENTO U NECROSIS COAGULATIVA DE
LAS FIBRAS CARDIACAS. EDEMA, HEMORRAGIA, CONGESTIONAMIENTO
Y AUMENTO DEL ESPACIO INTERCELULAR. INFILTRACION LEUCOCITARIA
ESPECIALMENTE DE MACROFAGOS Y AUMENTQO DE FIBROCITOS 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, DANO Y LISIS DE LA ESTRUCTURA MITOCONDRIAL,
AUMENTOEN EL ESPACIO SUBSARCOLEMICO Y DANOS EN LA MEMBRANA
MIQCITICA QUE VAN DE DESPRENDIMIENTO HASTA RUPTURA DE LA
MISMA.

- SE DETERMINO QUE EL NUMERO DE MITOCONDRIAS POR UNIDAD DE
AREA DE TEJIDO ASI COMO EL DANO QUE ESTAS PRESENTAN ES UN BUEN
PARAMETRO PARA EVALUAR EL DANO 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 BENEFICO
YA QUE DISMINUYE LOS DANOS PROVOCADOS POR LA OCLUSION
CORONARIA. SIN EMBARGO, NO SE PUEDE AFIRMAR QUE DICHO EFECTO
PROTECTOR SE DEBE A UNA ACCION A NIVEL ULTRAESTRUCTURA YA QUE
PUEDE SER UNA RESPUESTA POR SU EFECTO PRIMARIO COMO
ANTIARRITMICO.

]
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APENDICE I: TECNICA DE PERFUSION DEL CORAZON "IN SITU"

PERFUSION COMO MEDIO OPTIMO DE FIJACION

El método de la perfusién vascular es hasta hoy el mejor para fijar la ultraestructura de los
tejidos a observar con el microscopio electrénico.
Los primeros investigadores (Nilsson, 1958) que trataron de poner a punto esta técnica

usando tetréxido de osmio, fracasaron en su intento por que este fijador producfa una

1 1.

vasoconstriccidn tan intensa que cerraba casi c el lecho v tan pronto
como le llegaba el lfquido fijador inyectado por el sistema canalicular arterial (12).

Hubo que tener en cuenta desde el principio que la perfusién habfa que realizarla
rdpidamente y a cierta presién a través del drbol arterial para que se disemine el fijador lo
antes posible por los tejidos y que, por tanto, convenfa abrir en este o en ¢l drbol venoso un
drenaje adecuado.

Para evitar dislaceraciones tisulares y alteraciones mecdnicas se debe hacer la inyeccién de
las distintas soluciones a una presién conveniente, que serd la que corresponda a Ia tensién
arterial mdxima del animal de laboratorio que se emplee. Para lograr esta, que en términos
generales es de 100mm de mercurio para los pequefios animales de laboratorio, se recurre a
situar los frascos que contienen las distintas soluciones a 1a altura conveniente sobre el
corazén del animal, para que el flujo de 1a solucion al salir sea de la presidn deseada (98).

Si se trata de fijar todo el animal, se analizardn los distintos cat€teres a nivel de las
cdmaras auriculares (arterial y venosa) del corazén, estando el animal bajo anestesia. Si se
trata de fijar solo la cabeza ( o parte superior) se procederd a inyectar a través de la aorta
abdominal retrégradamente y a hacer un drenaje mediante 1a vena cava superior y las venas

yugulares.
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Cuando se trata de perfundir un determinado 6rgano muy pediculado, se recurrird a su hilio
vascular, introduciendo el catéter en su arterial principal y abriendo para drenaje la vena mds
gruesa (64).

Es necesario que durante las primeras manipulaciones se mantenga el animal vivo con
anestesia, que el corazén esté latiendo y el pulmdn ventildndose, por que se debe evitar la
entrada de aire en el sistema vascular que entorpecerfa la fijacion, y esto solo se ascgura
viendo que sale alguna sangre por Ia cdnula al recambiar o enchufar el sistema de perfusién.

Los tiempos que debe fluir o perfundir cada solucidn varfan con arreglo al fijador empleado
(tetréxido de osmio, formaldehfdo y glutaraldehfdo) (43). En general lo primero que se
inyecta es Ia solucidn lavadora, a continuacién se deja perfundir la solucin fijadora. La
velocidad de perfusidn se controla por un cuentagotas, como las que se usan en clfnica médica
para la administracién de sueros continuos en vena, donde se apreciard un goteo constante.

Cuando la perfusién es con glutaraldehfdo se puede dejar en la solucién buffer, En este
caso se debe hacer una postfijacidn con tetréxido de osmio, troceando el tejido en bloquecitos
de 1 a 2 mm (56).

Como a los tejidos fijados asf mediante 1a doble fijacién, no les penctra bien el 4cido
dsmico, se les debe dar una tincién en bloque (antes de la deshidratacidn) con acetato de
uranilo al 2%, o una tincién sobre los cortes con acetato de plomo, segin MILLONIG

(1961).

Extension y Direccion del Flujo de Perfusién

Se puede emplear la vfa abordaje (Canulacion), bien arterial o bien venosa, y en cada una
de ellas la direccidn del flujo y del liquido fijador puede ser contra corriente o a favor de la
corriente, es decir, que habrg una perfusién anterégrada y una perfusién retr6grada. Ambas
pucden realizarse para todo ¢l organismo (perfusidn total) o para parte de €l ( perfusidn

parcial), debiendo en este dltimo caso ligar las arterias o venas correspondientes.
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Presién de Perfusién
La manera mas exacta de realizar esta es dejar caer el lfquido segun su fuerza de gravedad
al colocar su recipiente a una altura sobre el corazén del animal. Se suele sitvar a 120 cm de

altura (PEASE) o a 150 cm (PALAY).

Ancstesia
Para mejor éxito de 1a perfusién se debe anestesiar ¢l animal a fin de que la perfusién se
realice in vivo, y si es necesario se practicard 1a respiracién artificial.Los animales pequefios

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 fijacién con tetréxido de osmio.

-La segunda ventaja es que se obtiene una dureza inicial del tejido, lo cual facilita la
diseccién y manipulacién sin producir dafios mecdnicos.

-Los tejidos no pierden su grado de hidrataci6n vital.

-La forma del tejido se conserva.
Desventajas

- Mala fijaciéa de los tejidos, que estdn poco vascularizado.
- Hay que emplear grandes volimenes de lfquido fijador, que en el caso del OsO4 resulta
caro.

- Precauciones en el empleo del dcido Gsmico.
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Fig 15: Aparato de Perfusién Empleado durante la experimentacion,
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APENDICE II: TECNICAS DE PROCESAMIENTO DE MUESTRAS PARA
MET

1) FIJACION Y POSTFIJACION.

Por la rapidez de accidn del fijador y por preservar muy bien los tejidos mds delicados se
emple6 1a fijacion in situ en tejido muscular, que se puede trocear después con la mfnima
dislaceracién mecdnica.

Esta técnica de fijacidn in situ puede ser realizada, bien sobre las superficies naturales,
mediante una fijacidn tépica, bien sobre superficies cortadas y situadas profundamente en el
organismo (29).

Para los dos casos se precisa 1a operacion quinirgica y mucho més en el caso de superficies
recién cortadas. Cuando se trata de estudiar y fijar las superficies naturales, el traumatismo
mecdnico es reducido al miimo y el tejido es fijado vivo mientras contina circulando la
sangre, no necesitdndose operacién quinirgica alguna.

Hay muches Ifquidos fijadores en uso para microscopfa electrénica, pero todos ellos tienen
como producto qufmico activo bdsico algunos de estos: tetréxido de osmio, algunos aldchfdos,
permanganato potdsico, sales de cromo, acido fosfotingstico, acetato de uranilo, plomo e
incluso la congelacidn rdpida (29,42,43)

TETROXIDO OSMICO

El tetréxido de osmio es el mejor fijador para microscopfa electrénica (12,43)
Para que Ia solucidn s¢ vea libre de la contaminacidn orgdnica, que reducirfa el dcido dsmico,
haciéndole perder su actividad, las ampollas en las que vienen los cristalitos de tetréxido
dsmico se lavardn previamente para quitar su etiqueta y cualquier resto de pegamento y se
tratard de romper la ampolla en el interior de un frasco con agua destilada.

Con los mismos fines de evitar la accién reductora de la luz, la solucién de tetréxido

Ssmico se guarda en frascos color ambar.
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El tnico inconveniente que se le ha puesto al tetréxido de osmio cs que resulta muy
caro (12).

Los cristales de dcido dsmico se disuelven muy bien en agua, pero tarda bastante tiempo
(3-4) dfas en realizarse, acelerdndose su disolucién a una temperatura ligeramente caliente
(25-30° C).

Precauciones:

El tetréxido dsmico es muy perjudicial por su intensa accién de fijador para los tejidos
orgdnicos.

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
1o que se ha recomendado la proteccién con gafas cerradas o manejar el producto dentro de

una cdmara que elimine sus vapores.

Concentracién
La concentracién a preparar de dcido d6smico depende del uso que se vaya a dar a la

misma. La concentracién utilizada para esta experiencia fue la de 1%.

TECNICA GENERAL DE FIJACION

Como Ia fijacidn de los tejidos para microscopia electrdnica debe ir seguida inmediatamente
de Ia deshidratacion y de la inclusidn, hasta lograr finalizarlo con Ia obtencidn de los bloques
de inclusién endurecidos por polimerizacién de los distintos mondémeros que engloban el
tejido fijado.

El proceso total es muy largo, Ilegando a unas 35hrs, aproximadamente, en estas horas
van incluidas las previas a la fijacion, que suele ser media hora de preparativos para

desmenuzar y fragmentar el tejido y 2 horas para que actie el tetréxido de osmio.
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El proceso completo se realiza en 3 dfas consccutivos ya que después de que actia el
tetréxido de osmio se puede dejar en alcohol del 96, donde puede pasar toda la primera noche
en el frigorifico. La segunda noche la pasa también, en la resina-epoxi.

Una vez que el érgano de estudio se fijé por perfusién, se extrae y es lavado con buffer
pH 7.2, este es rebanado y se obtienen cubos de aproximadamente imm de espesor, estos
trozos son colocados en pequefios frascos que contienen buffer pH 7.2 y son lavados 3 veces
cada 10 minutos, finalmente son colocados en el tetréxido de osmio el cudl 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 lfquido o semifluido que servird de soporte permitiendo una
verdadera inclusidn del tejido. Si quedara algo de agua en este, se podrfa polimerizar
irregularmente y producir artefactos. Y para que los cortes que s¢ obtengan puedan ser
introducidos en el alto vacfo del microscopio electrénico.
Los tejidos se pueden lavar en agua destilada o en buffer por 10 a 15 minutos antes de
proceder a la deshidratacién. También se procede a un lavado con tampén sucrosa cuando se
ha fijado con glutaraldehfdo y se desea hacer una segunda fijacién con tetréxido Gsmico.
Después de la accidn del dltimo fijador es cuando con mds razén se procede a la
deshidratacién.

A fin de extraer el agua del tejido se sumergen en Ifquidos anhidros dvidos de agua, como
son: el alcohol (etitico, metflico, amflico y butilico), el cloroformo ¢ la acetona.

La deshidratacién del tejido para microscopfa electrénica conviene que sea lo mds perfecta
posible y realizada en forma gradual en concentraciones de alcohol crecientes y progresivas.

La deshidratacidn se hard sumergiendo el tejido en soluciones de concentracién creciente
(alcoho!  30,50,70, 80, 96 ° durante un tiempo total de una hora, hasta llegar a una
concentracién pura de 100%. Para la certeza de una buena deshidratacién, el dltimo bafio

debe ser de alcohol absoluto,
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Los bafios en alcoholes de concentracién creciente se verifican asf, con el fin de evitar
corrientes bruscas de deshidratacion que podrfan traer como consecuencia algunas alteraciones
ultraestructurales o, por lo menos la provocacién de una retraccién brusca del tejido.

El tiempo total que dura la deshidratacidn depende del tamario de los trocitos de tejido,
pero no debe ser menor de dos horas y puede ser mucho mds, 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 mis puros, que actien en tiempo suficiente, se expone uno
a que no se realice adecuadamente la infiltracién del medio de inclusién y que los cortes

aparezcan con finfsimos agujeros al observarlos al microscopio electrénico (29).

SOLVENTES INTERMEDIARIOS

Antes de proceder a la infiltracidn del medio de inclusion es preciso realizar una perfecta
eliminacidn del alcohol absoluto que contienc el tejido después de su deshidratacién, ya que
el tejido en ese momento se encuentra embebido por cl alcohol, este impide Ia penetracién
del medio de inclusién ( por ser insoluble en alcohol) siendo entonces necesario reemplazar
el alcohol por ‘un lfquido o solvente intermediario que tenga simulidncamente las
caracterfsticas de ser miscible en ¢l alcohol absoluto y en el medio de inclusion que se vaya
a emplear.

Si no se elimina totalmente ¢! alcohol absoluto del tejido, se expone uno a producir fuertes
retracciones y a no obtener posteriormente cortes ultrafinos con satisfaccién.

El solvente intermediario que proporciona excelentes resultados es el 6xido de propileno,El
Hfquido intermediario sc lama asf por que sirve de solvente de transicidn para el paso

siguiente de la inclusi6n.

3) INCLUSION

La inclusién o infiltracidn es el acto de introducir el tejido biolégico, ya fijado previamente
antes, en un medio Ifquido o semiflvido que , al solidificarse despuds, pueda dotar al tejido
de una consistencia que le permita ser cortado en ldminas finas (58).



117

Para realizar una inclusién en microscopfa electrénica se necesita: una deshidratacién
perfecta del tejido y que este sea infiltrado por un medio lquido que posteriormente se
endurezca y al pasar a este estado s6lido no altere 1a ultraestructura del tejido. La durcza
adquirida por la-inclusidn debe ser la apropiada para practicar cortes ultrafinos.

Como medios de inclusidn se usan, por lo 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 inclusidén : deshidratacién solventes intermediarios,

infiltraciGn, temperatura, polimerizacién o endurecimiento y la orientacidn del tejido.

Caracterfsticas del Medio de Inclusi6n :

- Debe ser lfquido o semifiufdo

- Debe ser miscibles con los solventes intermediarios.

- Debe penetrar rdpidamente en el tejido

- Solidifique por Ia accidn del calor

- No debe aumentar ni disminuir su volumen al pasar del estado Ifquido a sélido.

- Que adquicra 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 ficilmente y solos del borde
de la cuchilla y flotar en el agua del pozo.

- Consistencia uniforme para asegurar €l no desplazamicnto del tejido mientras
este se corta,

Temperatura de Inclusién.
A partir, de la deshidratacién, el tejido a incluir estard a la temperatura ambiente del

laboratorio (se recomienda 18 ° C) hasta que se encuentre en el medio de inclusién.
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Como en el medio de inclusidn ha de estar el tejido unas 24 horas para que se verifique la
infiltracién, después se puede guardar durante la noche en el refrigerador a la temperatura de
4 a10°C, con el fin de que no se acelere la polimerizacién del medio de inclusién, Al final
de esto habrd que dejarla que pase a temperatura ambiente para manipularla.

Después de llenar las cdpsulas de inclusidn, se someten a mds altas temperaturas de modo
gradual.

En el trabajo original de LUFT (1961) se recomienda realizar la polimerizacidn del Epon
con temperaturas crecientes en la siguiente forma: Toda una noche a la temperatura de 35°C
, ¥ todo el dfa siguiente a 45 y a 60° C durante la préxima noche.

Ticmpo de Infiltracidn e Inclusidn.

Para la inclusién en Epdn se suelen usar 2 dfas consecutivos con una utilizacién aproximada
de 6 horas para el primer dfa y 4 horas para el segundo, para que se verifique la infiltracién,
y 2 ¢ 3 dfas para que se realice la polimerizacidn en la estufa.

El liquido intermediario hay quicn lo pone solo (sin mezclarlo con el medio de inclusidn),
actuando durante 2 horas y renovdndolo por lfquido limpio en la mitad del tiempo.

Para una mis perfecta infiltracin se tienc tambi¢n previamente de 12 a 24 h en la mezcla
de gxido de propileno-Epon en concentraciones decrecientes del primero,

Polimcerizacidn.

En los polfmeros intervicnen en la asociacidn de sus moléculas reversibles, simple y
dnicamente, las fuerzas de VAN DER WAALS, por lo que se denominan polfmeros tfpicos.
En los polfmeros irreversibles se crean nuevos grupos atémicos por que hay un cambio de
distribucién de valencias al asociarse sus moléculas monémeras, o bien porque ceden
electrones una o otra y al quedar como jones de signos contrarios sc atraen
electrostdticamente, o bien porque los electrones de un dtomo se comparten con los del otro

y serdn comunes a ambos.
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Segun esto podemos definir 1a polimerizacién como un proceso de reaccién intramolecular
capaz funcionalmente de proceder de modo indefinido, y originar macromoléculas que pueden
tener propiedades pldsticas.

Los polfmeros plastémeros tienen por caracterfstica la plasticidad y el no ser eldsticos.
Entre estos los hay termopldsticos (como, p. ej., el celuloide y el nylon) y los hay
termoestables (como p. ej., los gliptales, la baquelita, las resinas epoxi y las resinas
acrilicas).

Las propiedades de estas resinas epoxi y acrilicas son las que dan la base para utilizarlas

el estado monémero como medio de inclusién en microscopia electrénica.

Las resinas epoxi qufmic son éteres poliacrilicos de grupos terminales epoxi de
aspecto glicerolado, a las que puede ser aplicada la siguiente férmula general Ia que se
muestra en la figura 16.

CH,-O-CHCH,O-—[ROCH,—CHCH,O] ---ROCH,CH-0-CH,
n

siendo (n) un nimero entero, y el radical (R) mds
comt leado, et si difenol propano:

CH,
ll:

CH,

Fig.16: Estructura general de las resinas Epoxi.
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CARACTERISTICAS GENERALES DEL EPON

Para una perfecta inclusién de tejidos bioldgicos se debe emplear una resina epoxi al estado
mondmero (lfquido) de base glicerolada, de baja viscosidad, que es endurecida con dos tipos
de anhfdridos, a cuya miezcla sc le aflade una amina terciaria que acelcra la reaccidn de
polimerizacién a modo de catalizador, al ser sometida a la accién del calor,

El epon-812 es una resina epoxi alifdtica de baja viscosidad, de base plicerolada, fquida,
de color blanco amarillento.

El Epon-812 es soluble en alcohol y acetona, este se endurece con dos tipos de anhidrido:
dadocenil succfnico anhfdrido DDSA, y el metil-nddico anhfdrido MNA. A esta mezcla se
le afiade una amina terciaria, el 2-4-6-tridimetifaminometil-phenol DMP-30, que a modo de
acelerador cataliza la reaccion, '

El MNA es un endurecedor mis enérgico que el DDSA. El taco de inclusidn que se forma
por la accién del calor y del catalizador es de gran consistencia, de una dureza muy
conveniente y de color amarillo claro.

Ventajas del EPON-812

- La polimerizacidn se realiza uniformemente endureciéndose el taco de inclusidn 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 rejitlas 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 conservarse en frigoriffco y no a temperatura ambiente.
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APENDICE IIl: TECNICAS DE OBTENCION DE CORTE FINO

PREPARACION DE BLOQUES DE INCLUSION

Los bloques de inclusién obtenidos de los distintos medios de inclusion han de ser
sometidos a una preparacidn previa antes de situarlos en un ultramicrotomo para ser cortados.

La primera manipulacidn consiste en desproveer al bloque de inclusion de la cdpsula, y la
segunda, el realizar el tallado del blogue, formando una pequefia pirdmide truncada que
confenga en su vértice truncado solamente el tejido bioldgico de que se trate.

Para tallar un bloque de inclusién se ha de comenzar por situarlo perfectamente acoplado
@ 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 ¢l trozo de tejido en Ia pirfmide algo sobresaliente.

Para ellos el bloque se debe cortar por el lado opuesto a donde estd el tejido, 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 operacién del tallado de los bloques de inclusidn consiste en la realizacidn de una
pirémide truncada, cuadrangular, en cuya parte mds 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 pirdmide debe ser de rampas de poca pendiente, porque, de lo contrario, ello
contribuirfa a que sobresaliera del blogue mucho la parte truncada, y provocarfa vibraciones
nocivas en el momento del corte y, en consecuencia, secciones comprimidas.

Segin como se talle la pirdmide, los cortes serdn cuadrangulares, rectangulares o
irregulares, pero sicmpre deberdn ser por lo menos, de dos lados paralelos. Prdcticamente se
ha visto que cvalquiera de las tres o cuatro formas, es satisfactoria si su superficie es menor
de un milfmetro cuadrado.

El piramitomo es un aparato que realiza mecdnicamente el tallado de los tacos.
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Flg.A7: Fo

~obtener cortes-seriados.

Fig.19: Esquema de colocacién de la solapa para formar el pozo con cinta.




123

CUCHILLAS

Se fabrican cuchillas de cristal, diamante y de coridn artificial.La introduccivn de las
cuchillas de cristal en la técnica de microscopia electrdnica se debe a Latta y Hartman (1950).

Con las cuchillas de cristal se trata de obtener un borde cortante que serd el fito de la
cuchilla, a modo de una arista enfrc dos superficies de fractura. A estas cuchillas es preciso
acoplarles un sencillo dispositivo para que se pueda colocar un lfquido (agua) que bafie toda
una vertiente de Ia cuchilla hasta llegar casi a mojar ¢l 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 mds mfnima pérdida de agua la
solapa se afsla con parafina (fig. 19) A fin de que el borde cortante sea perfecto. itil 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 fa cuchilla
suele ser triangular con un dngulo recto. De los otros dos dngulos agudos, uno cs el empleado
para cortar. Este debe ser de unos 45 °. Al fracturarse ¢l cristal se produce una superficie
que estd surcada por una lfnea a modo de arruga de forma curvada, que comicnza en un
dngulo de dicha superficie puede ser puede ser ¢l derecho o el izquierdo, y tiene una cafda
mds 0 menos brusca, tendiendo a aproximarse mds o menos af filo de la cuchilfa. En el lado
def borde, donde concluye Iz arruga de fractura, se forman irregularidades debidas a ser el
lado por donde se produjo la marca rayada con el cortavidrios, por 1o que se denomina borde
escarificado (fig. 20)

El fifo de la cuchilla tienen tres zonas distintas que acaban en dos dngulos. El dngulo det
borde escarificado y el dngulo opuesto que forma un pico de deflexién mds o menos acusado.

Las tres zonas del filo de la cuchilla son:
- Una hacia el horde escarificado, que ¢s tanto mds extensa cuanto que fa arruga de fractura
camine mds tiempo casi paralelo at filo. Puesto que el dngulo es muy agudo no es til para
cortar.
- Otra zona hacia el lado opuesto, que forma el pico de deflexidn y no es til tampoco
- La tercera zona del filo estf comprendida entre las dos anteriores y es mds o menos amplia

sepgin Ia extensién de fas otras dos zonas. Esta es la zona mils 6til para cortar,
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Fig.20: Representacion de una cuchilla de cristal donde se observa el filo util.

Condiciones Optimas de las Cuchillas.

1.- Carccer de borde escarificado. 4.- Ausencia de pico de deflexién.

2.- Mfnimas irregularidades en el borde opuesto.  5.- Lfnea de corte completamente recta.
3.- Arruga de fractura de cafda brusca. 6.- Ausencia de finas y pequefias rayitas

sobre ¢l filo.
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Método de Obtencidn de Cuchilfas.

Por fractura mecdnica, por el método de la méquina de hacer cuchilias L.K.B.

El funcionamiento técnico de accidn de esta mdquina es el de fractura mecdnica por presidn,
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 1a energfa cindtica que se produce en fa fractura.

Solapas para las Cuchillas

Se tlama solapa al dispositivo especial que abraza a fa cuchilla para poder formar sobre ella
un pequeiio pozo donde se depositan unas gotas de agua (ver fig.19)

En primer lugar, sc ha tener presente que la grasa habitual del sudor de las manos del
operador puede ser motivo de contaminacién de la superficie de la cuchilla donde luego ha
de pegarse fa solapa, las cuchillas se deben manipular lo menos posible y agarrarlas por los
sitios no peligrosos a este fin.

Prdcticamente fas solapas se realizaron con cinta adhesiva, ya que es muy rdpida la
ejecucién de estas dando buenos resultados.

REJILLAS

Se denominan rejillas, en la técnica de microscopfa electrénica, a unas 1dminas perforadas,
de malla finfsima, y son soportes metslicos fabricados por procesos electrolfticos, de forma
redondeada, con su parte central llena de finfsimas perforaciones y su parte periférica con un
borde sélido y liso (fig. 21) Las rcjiltas se deben manipular con mucho cuidado, utilizando
una pinza de punta fina de acero inoxidable, Para poder coger fas rejillas con mayor facilidad
se recomienda situarlas sobre papel filtro, que serd asf como pucda agarrarse con las puntas
de la pinza al estar parcial y ligeramente levantada la rejilla.
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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 experimentacion se utilizaron rejillas del tipo 1.

CORTES FINOS

Muchos son los factores que influyen en la consecucidn de cortes uitrafinos para obtenerlos

con caracterfsticas Gptimas:

- Espesor de 150 a 200 A como muy Sptimos.
- Consistencia suficiente para resistir un intenso bombardeo de electrones.
- Extensién suficiente que permita el estudios panordmico celular e intercelular.

- Que sean susceptibles de adquirir un buen contraste con los colorantes electrdnicos.

Para obtener cortes de tejido de los que se pueda obtener un mdximo rendimiento al
observarlos al microscopio electrdnico es imprescindible conocer ciertos factores, como
pueden ser: los bloques de inclusidn, el tejido incluido, el cristal a emplear, el #ngulo de
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ataque de la cuchilla, el avance del ultramicrotomo, el liquido del pozo, la extension del
corte, ademds de otras condiciones necesarias para el éxito final, como son: las vibraciones,
la orientacién de la pirdmide tallada, el ambiente del laboratorio, el estiramiento de los cortes,
1a manipulacién de los cortes.

Espesor de los Cortes.

Los cortes deben ser ultrafinos, pudiéndose evaluar los espesores convenientes,cntre 150
a 250 Angstroms. Como directamente serfa imposible medir las secciones que tuvieran este
grosor, para despreciar los que sobrepasan estos Ifmites, se recurre al método indirecto de
apreciacién del grosor mediante los colores de interferencia de la luz al refractarse sobre
ellos. De una manera empfrica se sabfa que la luz blanca al incidir sobre un objeto lo ilumina
de distintos colores segin el grosor del mismo. Este fendmeno fisico matemético, nos dice
que es debido a los llamados colores de interferencia, que se producen por la descomposicién
de las distintas longitudes de onda de 1a luz blanca scgun la amplitud del grosor,

Estos colores los observamos cn los cortes, segun se van produciendo y micntras flotan en
el pozo (fig. 22).

Una escala general ha sido dada en el afio 1958 por Peachey para uso de los

ultramicrotomistas, en donde se relaciono el grosor en Angstroms de los cortes con su

coloracién,

Color BriS...ucveeniieinnemnriennns 600 Angstroms o menos.
Color plata..... cresesnennss 600 a 900 Angstroms.
Color Oro. ..900 a 1.500 A.

Color Azul.. 1.500 a 1.900 A.
Color Verde........ocovvevriinnnnna 2.400 a 2.800 A.
Color amarillo.........cecviviannes 2.800 a 3.200 A.

Los cortes de color gris son los que se deben usar para microscopia electrgnica, aunque
también se pucde obtener algin rendimiento con los cortes de color plata, ¢ incluso con los
de color oro, aunque solo a muy bajo aumento.
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La razén de necesitar cortes ultrafinos para el microscopio electrénico estriba en que
tienen que ser transparentes, para dejar pasar el haz de electrones.

Fig.22: Representacion de la obtencién de cortes finos en el ultramicrotomo.

La consistencia de los tacos de inclusién influye extraordinariamente en la obtencién 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 diffcil obtener cortes finos por su excesiva clasticidad. Los
bloques muy duros tienen una gran resistencia por lo que es imposible cortarlos ad de

mellar 1a cuchilla.
Una vez obtenidos los cortes, estos quedan flotando en el agua del pozo de 1a cuchilla,
Las vibraciones son muy perjudiciales para los cortes, puesto que las secciones saldrfan
irrcgulares y muy comprimidas, s por eso que para evitar en parte estas, se coloca el bloque
de inclusidn sin que sobresalga mucho de la mordaza, es decir solo debe sobresalir un trozo
de la pirdmide tallada.
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Es frecuente que una vibracin fuerte, como ocurre al cerrar la puesta del laboratorio,
produzca una variacién tal de las condiciones mecdnicas de corte que origine secciones muy
gruesas, 0 de grosores no uniformes.

Manipulacidn de los Cortes.

Los cortes, por diversas causas, pueden situarse en el pozo flotando en partes no fécilmente
accesibles para montarlos en las rejillas, o pegarse a la solapa del pozo. Para situarlos de
nuevo en el lugar de flotacién conveniente, se puede utilizar un pelo fino de cabello montado
sobre un palille, que hace de mango, o una de las fibras de papel filtro. Con cuidado y
mucho pulso se tratard de desplazar a los cortes sobre la superficie del agua, tocando y
empujando la superficie del corte con el pelo, sin hundirlo y sin que se moje en ¢l agua det
pozo.

SECCIONAMIENTO

Ante cualquier tipo de ultramicrotomo se comenzard por recuperar a su posicién de partida
todos los mandos, tanto el dispositivo de avance como los distintos avances del carro soporte
de 1a cuchilla y su orientacién normal.

La mordaza que leva el bloque de inclusidn se coloca en el extremo del vistago sobre el
que se realiza el avance, apretdndolo perfectamente para que forme con €l una sdélida unidad
y no haya desviaciones o movimientos extrafios al realizar el ciclo de corte.

El dngulo de posicién o de ataque varfa de 2 a 7 grados, segun distintos factores, y sirve
solo como una orientacidn que luego afina la experiencia de cada usuario,

La superficie de Ia pirdmide no es perfectamente lisa, por que ha sido hecha manualmente
con una cuchilla de afeitar, lo primero que se debe hacer, antes de realizar cortes, es pulir
0 abrillantar la superficie. Este abrillantamiento origina cortes defectuosos, de forma irregular
y con agujeros.

Ef abrillantamiento cumple dos finalidades:

- Dejar la superficie de corte lisa
- Conseguir una orientacién frontal y vertical de la superficic de corte.



Material y Condici para cl ionamiento

1.- Ultramicrotomo,

2.- Una caja de petri vacfa con papel filtro 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 filtro cortado.

8.- Cuchillas con solapa o bote

9.- Bloque de inclusién, previamente tallado para formar la

pirdmide.

Montaje de los Cortes.

130

Se pueden seguir dos procedimientos distintos para lograr recoger los cortes. Uno es pescar

los cortes cogiéndolos por debajo (levantdndolos), y otro es pescar los cortes cogiéndolos por

arriba (adhiriéndolos) (fig. 23). Una vez que se recogieron los cortes se seca ¢l exceso de

agua extrafdo entre las pinzas y la rejilla introduciendo un rectdngulo de papel filtro entre las

dos ramas de la pinza hasta llegar a absorber el agua por capllandad Se deposita la rejilla,

ya seca, sobre un papel filtro dentro de fa caja de petri.
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Fig. 23: Forma de recojer los cortes con la rejilla
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APENDICE 1V: TECNICA DE TINCION DOBLE
ELECTROCONDUCTIVA.

COLORANTES

En 1960 aparece un importante método de tincidn con plomo. A pesar de que el plomo es
muy eficaz en Ia produccion de un intenso contraste sobre los cortes ultrafinos, y fue dado
a conocer fue Watson en 1958 en forma de hidréxido, su gran dificultad residio en que
formaba precipitados que contaminaban los cortes, que se cree son de carbonato de plomo.

El método mds importante de coloracidn electrdnica 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 didxido de carbono para
formar carbonato de plomo insoluble, del que estdn originados los precipitados. El contraste
que se produce en la imagen es mds intenso por que ciertos sitios de los tejidos bioldgicos

tienen mucho mayor afinidad para unirse con los cationes de plomo que con los de citrato,

Por ser el uranilo de un peso atémico muy elevado, se le ocurrié a Watson en 1958
emplear la sal de este metal pesado como colorante electrénico. Se ha visto que tiene una
especificidad, sobre todo para tefiir las protefnas. En general, los tejidos fijados con 4cido

dsmico incrementan su contraste.
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TINCION DOBLE

1.- Preparar solucién de Reynolds (Nitrato de Plomo).

2.~ Preparar solucién acuosa saturada de uranilo (solucién de Watson).

3.- Preparar dos camaras limedas, colocando cera en dos cajas de petri 6 papel filtro,
colocar unas gotas de agua sobre cstos y poner varias hojuelas de hidréxido de sadio. Esto
se realiza con et fin de climinar el biéxido de casbono presente evitando asf la precipitacién
de plomo del tinte de Reynolds.

4.- Colocar un pedazo de papel parafilm sobre la base de 1a cdmara himeda.

5.- En una caja colocar 2 gotas de solucién de watson sobre el papel parafilm. Esto se
realiza con una jeringa a través de un filtro metdlico especial.

6.- Enla otra caja colocar 2 gotas de solucidn de Reynolds sobre el papel parafilm, haciendo
uso de un filtr de plastico especial.

7.- Colocar las rejillas sobre las gotas de 1a solucién de Watson de manera que los cortes
esten en contacto con la solucién aproximadamente 15-20 minutos.

8.- Hacer 3 lavados con agua destilada de 5 minutos cada uno. Ellavado 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 1a solucién de reynolds de manera que los cortes queden en
contacto con la solucién durante 15-20 minutos.

11.- 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
NaHPO, . 12H,0 ........... 71.64g/1t
NaH,PQ, . H,0.............27.6g/t.

TETROXIDO DE OSMIO

1.- Quitar Ja etiqueta después de haber humedecido la ampolla conteniendo 1g de OsO..
2.- Lavar Ia ampolla con agua y detergente y finalmente con agua destilada.

3.- Poner 1a ampolla dentro de una botella ambar (usar pinzas, evitando tocar la ampolla).
4.- Agitar la botella para romper la ampolla.

5.- Agregar 100 ml de agua destilada y guardar la solucidn en refrigeracion hasta que los
cristales de OsO, se disuelvan. .

PREPARACION DE RESINA EPON-812

Solucién A Solucién B
Epon-812 ......... 100 mi Epon-812 ......... 62 ml
NMA ... 89 ml DDSA ......couneee 100 ml

MEZCLA = 6ml "A" + 4 ml"B" + 0.2 DMP-30

COLORANTE AZUL DE TOLUIDINA
Solucidn de 1% deBorax
Azul de toluidina al 0.1 %
Carbonato sédico al 2.5 % .
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SOLUCION DE ACETATO DE URANILO (WATSON)

Disolver 8g de ACetato de Uranilo en 100 m! de agua destilada (0 5 g en 100 ml de
alcohol etflico al 50%) agitar vigorosamente durante 5 minutos. Guardar la solucién de
Acetato de Uranilo en una botella Ambar (el Acetato de Uranilo es foto-14bil).

Guardar la solucidn en refrigeracidn.

Usar unicamente soluciones cristalinas; desechar soluciones lechosas. Es acosejable

centrifugar o filtrar la solucién antes de usarla.

SOLUCION DE NITRATO DE PLOMO (REYNOLDS)

Lievar a ebullicién 1 Lt de agua destilada y mantenerla as{ durante 10 minutos para
eliminar el CO, disuelto. Enfriar el agua hervida a temperatura ambiente,
Pesar:
NITRATO DE PLOMO . -
CITRATO DE SODIO............
Agregar 60 ml de agua hervida. Agitar vigorc durante 30 mi hasta obtener una

solucién lechosa.

Agregar 16 mi de NaOH 1N lentamente y con agitacién constante. La solucién se volverd
transparente al agregar el NaOH, Aforar a 100 ml con agua hervida. Guardar la solucién
preferentemente en una botella plastica ya que ésta solucién alcalina (pH 12) ataca el vidrio.
Centrifugar a 3000 rpm durante 5-10 minutos antes de usarse.

Utilizar una camara himeda para teflir.
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APENDICE VI: MANEJO DE DATOS PARA CORREGIR DEL TAMARNO EN FOTO
AL TAMANO REAL PARA MET.

1.- El aumento que se registra al observar la imagen en el Microscépio electrénico de
transmisién es el 3.63 veces mayor que el tamafio de las estructuras en el negativo de cada
imagen fotografiada.

Por 1anto:

Factor 1) Tamaflo en foto * 3.63 * aumento registrado = Tamaiio en negativo

2.~ Para ¢! MET la relacién de tamafio real ¢ imagen observada no es directomente
proporcional (para corregir el tamafio se utiliza una escala para interpolar valores). Para evitar
esto se graficaron algunos valores interpolados, se observé una tendencia asintética, se
probaron varias funciones matemdticas comprobando que al graficar el inverso del tamafio
real * 1000 los puntos graficados siguen el comportamiento de los valores interpolados en la
escala (Tabla No.11 y Grdfica 8).

Por tanto :

Factor 2)

Tamaifio real en negativo = Tamafio en negativo * 1/factor de aumento real* 1000

3.- Al imprimir del negativo a papel se hace una ampliacién de la imagen fa cual no es
constante por lo que es necesario incluir un tercer factor de correccidn.
Por tanto:
Factor 3)
Tamafio real en negativo * Distancia entre dos puntos en el negativo
Tamafio real en foto =

Distancia entre los mismos puntos en la foto

4.- Factor total de correccién = 1*2*3



TABLA No.12 AUMENTOS vs.MICRAS POR MET.

Ansicaln ] mm (il en bepitive) [ ‘micrms ((magee read)
4000 1 [X))
6000 1 0.18
1000 1 LA
10 000 1 0.098
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30 000 i 0025
40000 ' 0.028
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DETERMINACION DE LA SUPERFICIE EN FOTO

1.- Se mide el area observada en cada foto midiendo en mm los lados de 1a misma.

Por tanto :

Superficic en foto = lado * lado (Factor total de corrcccién)’

2.- En caso de que el drca a considerar no sea rectangular se toman en cuenta superficies las
cuales se pucdan ajustar a una figura geométrica para obtener su 4rea con el menor error
posible.
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