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RESUMEN

RESUMEN

Debido a que la activacion de diferentes sistemas neurohumorales determinan el
mantenimiento y progresion de la Insuficiencia Cardiaca, los avances en nuevas
terapias farmacoldgicas para el tratamiento de ésta, cada vez son mayores. Uno de
los grandes sistemas neurohumorales que participa en esta accion es
principalmente el sistema renina-angiotensina-aldosterona. El empleo de
farmacos como los inhibidores de la Enzima Convertidora de la Angiotensina i
(iECA) en el tratamiento de la Insuficiencia Cardiaca han demostrado tener una
notabie eficacia en el control de la hipertension arterial y sobre la atenuacion de

las alteraciones propias de la hipertrofia ventricular izquierda.

El propésito de este trabajo fue determinar el efecto del Captopril sobre la
morfologia del musculo cardiaco mediante la utilizacion de la técnica
histoquimica hematoxilina-eosina, para estimar los posibles cambios estructurales
y celulares que produce este farmaco. Para cumplir este propésito utilizamos rata
hipertensa espontianea (SHR) y rata F1 (control de la SHR), a las que se les
administré durante 4 semanas Captopril a una dosis de 3mg/kg en el agua de
beber. Después de éste tiempo, se realiz6 el estudio hemodinamico para
determinar las variables cardiacas como: Presién Arterial Media, Presion Sistélica
del ventriculo izquierdo y Presién Diastdlica del ventriculo izquierdo para valorar si

las ratas presentaban Insuficiencia Cardiaca.
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RESUMEN

Posteriormente se determinoé el indice de peso ventricular mediante el cociente del
peso de ventriculos en miligramos /peso corporal en gramos, para determinar si
hubo crecimiento del corazén. Finalmente se realizé el estudio histolégico de los
ventriculos de los diferentes lotes sin y con tratamiento mediante la técnica de
tincién de hematoxilina-eosina y se observé por microscopia 6ptica los cambios

estructurales y celulares del miocardio.

Los resultados muestran que los diferentes lotes de ratas tanto F1 como SHR, no
presentan Insuficiencia Cardiaca debido a que no manifiestan una Presidn
Diastoélica del ventriculo izquierdo elevada a mas de 15 mm Hg junto con una
disminucion de la Presion Sistolica del ventriculo izquierdo y Presidon Arterial

Media e hipertrofia cardiaca.

Con respecto a la hipertrofia cardiaca generada por las ratas SHR se present6 el
efecto cardioprotector del Captopril atenuando los cambios estructurales del
miocardio; tales como la proliferacién de tejido conectivo, hiperplasia de células
polimorfonucleares, macréfagos, células endoteliales vy fibroblastocitos,
desconexion de células cardiacas a nivel del disco intercalar, ondulacién y
desnaturalizacion de fibras y presencia de liquido edematoso. En el caso de las
ratas F1, pudimos determinar que una inadecuada inhibicion de la Enzima
Convertidora de Angiotensina |l tiene como consecuencia alteraciones

‘morfolégicas propias de la hipertrofia cardiaca.
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1. 0 INTRODUCCION

1.0 INTRODUCCION

La falla cardiaca ya no puede ser considerada un simple trastorno contractil o una

enfermedad aislada del corazén. La activacion de los diferentes sistemas

neurohormonales determinan el mantenimiento y progresion de esta enfermedad.

Cuando el corazon es dafado, mecanismos compensadores son activados para
estabilizar la funcién miocardica. Estos mecanismos a través de un aumento en
frecuencia cardiaca, contractilidad, expansion de volumenes e hipertrofia,
estabilizan la funcion del miocardio por un corto tiempo. Sin embargo, el uso
croénico de esos mecanismos compensadores es el apoyo para que la falla cardiaca

se establezca en forma definitiva. 8

La hipertrofia puede ser definida como el aumento individual del tamafo (masa)
de la célula (miocito) que trae como consecuencia un incremento en el tamano y el
peso del drgano. Es un mecanismo adaptativo que utiliza el corazén para ajustar
su masa a la carga hemodinamica.> 8 Otros cambios estructurales caracteristicos
de la HVI incluyen: fibrosis intersticial, fibrosis perivascular y aumento del espesor
intima-media de arteriolas. Esto determina una diversidad de posibilidades
morfoldgicas en el corazén y los vasos, en ios que la hipertrofia y el remodelado

se pueden producir separadamente o de forma concomitante. 33
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1. 0 INTRODUCCION

Debido al mecanismo fisiopatolégico de la falla cardiaca, en el que adquiere gran
importancia la activacion de sistemas neurohumorales, principalmente el sistema
renina-angiotensina-aldosterona como favorecedores de la génesis y progresion
de esta enfermedad, es posible en la actualidad antagonizar farmacol6gicamente
dicha activacién y disminuir su morbi-mortalidad. De este modo, el empleo de
farmacos como los inhibidores de la Enzima Convertidora de la Angiotensina |l
(iECA) en el tratamiento de la falla cardiaca han demostrado tener una notable
eficacia en el tratamiento de la enfermedad, al conseguir reducir las
concentraciones circulantes de las hormonas activadoras del sistema renina-

angiotensina-aldosterona. 6.7.!5
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2.0 MARCO TEORICO

Al detectarse alguna alteracion que afecte la funcién del sistema cardiovascular,

esté actia manteniendo la presién arterial y el riego sanguineo de los érganos

vitales, y es capaz de responder a una sobrecarga hemodinamica excesiva 0 a un

trastorno de la contractilidad miocirdica poniendo en marcha una serie de

mecanismos:

El mecanismo de Frank-Starling, en el que la mayor precarga de la dilatacién

ayuda a mantener el rendimiento cardiaco potenciando la contractilidad.

La hipertrofia miocardica con o sin dilatacién de las camaras, que permiten

que aumente |a masa de tejido contractil.

La activacion de los sistemas neurohumorales, especialmente: 1) la
liberacion de norepinefrina, un neurotransmisor, por los nervios cardiacos
adrenérgicos (que aumenta la frecuencia y contractilidad cardiacas), 2) la
activacion del sistema renina-angiotensina-aldosterona, y 3) la liberacion

del péptido auricular natriurético.

El concepto fisiopatoldgico actual de la falla cardiaca ha sufrido una notable

evolucion en los ultimos anos.8

tol Martinez Veldzquez 3
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Los principales conceptos fisiopatoldgicos de esta enfermedad manejados en el

pasado siglo XX han sido los siguientes:

Karla Yuritsi Martines Veldzques
v Rodriguez Utnlla

Santa Yasmi

En la década de los aftos 60s fa IC se supuso exclusivamente un

problema congestivo con excesiva retenci6n de liquidos.

En los afos 705 y 80s se consideré una cuestion hemodinamica con

predominio del fallo de bomba.

En los anos 90s se catalog6 la IC como un sindrome neurohumoral en
el que ejercfan su accién la activacion de los sistema renina-

angiotensina-aldosterona y simpatico, entre otros.

FISIOPATOLOGICOS DE LA FALLA CARDIACA

Evoluoon de lat modelcs faiopatologice de Fatla Gyrdiaca
Modificade de Pepper exat, Arth e Med 1959.

Esquema 2-1. Evolucién de los modelos fisiopalégicos de la falla cardlaca
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Por otro lado, se ha demostrado que la alteraciéon del sistema renina angiotensina
constituye una causa de hipertensién arterial. Esto ha generado el interés de
inhibir el sistema a varios niveles que van desde ta sintesis de renina hasta la

unién de la angiotensina Il con su receptor.33

Los iECAS a diferencia de otros vasodilatadores, no estimulan, sino que suprimen,
la activacion neurohumoral y no modifican la frecuencia y la contractilidad

cardiacas, por lo que disminuyen las demandas miocardicas de O,. ¢

Sé cree que ei tratamiento con iECA ejerce efectos beneficiosos sobre la estructura

en la pared cardiaca, ya que reduce su grosor e invierte la HVI.

Karla Yuritzi Martines Ielizqnez 5
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2.1 EL CORAZON

El corazén es un érgano impar y medio, situado dentro de la caja toracica entre
los dos pulmones, por delante del es6fago y apoyado sobre el diafragma. Su peso
puede variar segun la estatura y el peso corporal; por termino medio, es de unos
250 a 300 g en las mujeres, y de 300 a 350 g en el varén. El espesor de la pared
libre del ventriculo derecho mide de 0.3 a 0.5 cm y el del ventriculo izquierdo de
1.3 a 1.5 cm. Muchas cardiopatias se acompafan de aumento del tamafio y el
peso de! corazén; coémo en el caso de la Hipertrofia que es el aumento de peso o

del espesor de la pared ventricular.!3

Tiene una funcion de bomba, primordial para la circulacién de la sangre y, por
tanto, para la vida. Esta funcion esta regulada por el sistema nervioso auténomo
mediante el sistema de conduccién eléctrica del corazén, por lo gue no podemos
regular la frecuencia de bombeo de manera voluntaria4 '3 Es un érgano hueco,
dividido en cuatro cavidades separadas entre sf, dos a dos, mediante valvulas
fibrosas que permite el paso de la sangre en un solo sentido. Son cuatrg, dos
auriculas y dos ventriculos. Cada auricula se comunica con el ventricuio de su
mismo lado, pero ni ellas ni los ventriculos se comunican entre si en ef adulto. La
cavidad de mayor interés en nuestro estudio es el ventriculo izquierdo, ya que es
la cavidad con la pared muscular mas potente, pues debe expulsar la sangre
"arterial de la auricula izquierda a través de la valvula aértica hacia la circulacion

general, 3

Farlfa Yuritz1 '\t
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Auricula
@quierda

Ventriculo
izquierdo

Figura 2-1. Muestra externa de las cavidades del corazon
Miniatlas de Cardiologia. Luis Rall Lepori. Hambrea Cohen

Figura 2-2 Vista Interna del Corazén
Miniatlas de Cardiologia. Luis Raul Lepori. Hambrea Cohen
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2.2 CICLO CARDIACO

Las partes del corazén normalmente se contraen en una secuencia ordenada: a la
contraccién de las auriculas (sistole aurfcular) le sigue la contraccién de los
ventriculos (sistole ventricular) y durante la diastole las cuatro cémaras se relajan.
El latido cardiaco se origina en un sistema de conduccidn cardiaco especializado y
se extlende a través de este sistema a todas las partes del miocardio.!3 Las
estructuras que conforman el sistema de conduccién son el nodo sianoauricular,
las vias auriculares internodales, el nodo auriculoventricular, el haz de His y sus

ramas y el sistema de Purkinje.

Sistole: es la contraccién de los ventriculos para expulsar la sangre procedente de

las auriculas hacia las arterias pulmonares y la aorta.

Sistole auricular: la contraccién de las auriculas impulsa cierta cantidad de sangre
adicional hacia los ventriculos, pero alrededor de 70% del llenado ventricular
ocurre pasivamente durante la diastole. La contraccion del mdasculo auricular gque
rodean los orificios de la vena cava superior e inferior, asi como las venas
putmonares, estrechan sus orificios; con lo que la inercia de la sangre que se

desplaza hacia el coraz6n tiende a mantener dicha sangre en él.

Sistole ventricular: al inicio de la sistole ventricular, se cierran las valvulas mitral y
tricispide (AV). El misculo ventricular en un principio se acorta relativamente
poco; sin embargo, la presién intraventricular aumenta en gran medida cuando el

miocardio impulsa la sangre en el ventriculo. Este periodo de contraccién

Karla Yuritzi Martinez Veldzquez 8
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ventricular dura alrededor de 0.05 seg. hasta que las presiones en los ventriculos

izquierdo y derecho exceden las presiones de la aorta (80 mmHg) y la arteria

pulmonar (10 mmHg), y ademas se abren las valvulas aortica y pulmonar. Cuando

las valvulas se abren, inicia la fase de expulsién ventricular. La eyeccion es rapida

al principio y disminuye al progresar la sistole.

Diastole: Es el periodo de contraccién de las auriculas, simultaneo a la relajacion

de los ventriculos, que permite el paso de la sangre hasta estos ultimos. Este ciclo

se repite sin cesar.

Diastéle

..E.P
PN <4

— e ey
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Sistole Ventricular

Sistéle Auricular
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Diastole

Figura 2-3. Movimientos mecanicos del ciclo cardiaco
Miniatlas de Cardiologia. Luis Raul Lepori. Hambrea Cohen



2. 0 MARCO TEORICO

2.3 HEMODINAMIA

El termino “Hemodinamia” se refiere a los principios que gobiernan el flujo
sanguineo en el sistema cardiovascular.* Estos principios basicos de la fisica son
iguales a los aplicados al movimiento de liquidos en general. Los conceptos de
flujo, presion, resistencia y capacitancia se aplican al flujo sanguineo hacia y

desde el corazoén y dentro de los vasos sanguineos.

2.3.1 PRESIONES EN EL SISTEMA CARDIOVASCULAR

La presion arterial no es igual a través de todo el sistema cardiovascular. La
diferencia de presidon entre corazén y vasos sanguineos es la fuerza impulsora del

flujo de sangre.

Presion sistolica, es la presion arterial mas alta medida durante un ciclo cardiaco.
Es la presion en las arterias después que la sangre es expulsada de! ventriculo
izquierdo durante la sistole.

Presion diastdlica, es la presion arterial mas baja medida durante un ciclo cardiaco
y correspondiente a la presién en las arterias durante la relajaciéon ventricular
cuando el ventriculo izquierdo no expulsa sangre.

Presion arterial media, es la presién promedto en un ciclo cardiaco completo y se

calcula de la siguiente manera:

PAM = presidn diastélica + 2/3 presién sistolica

Karla ‘Yuntze Martinez Veldzquez 10
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2.4

PARTICIPACION  DEL SISTEMA  RENINA-ANGIOTENSINA-

ALDOSTERONA EN LA FUNCION CARDIACA

2.4.1 ANGIOTENSINAS

El sistema renina-angiotensina estd implicado en la homeostasia cardiovascular y

el balance hidroelectrolitico. El precursor de las angiotensinas es una a>-globulina

plasmatica sintetizada y segregada principalmente por el higado y denominada

angiotensindgeno.!” Sobre éste actiian de modo secuencial varias enzimas:

a)

b)

Renina. La renina humana (glucoproteina de 340 aminoacidos) es una
aspartilproteasa cuyo principal sustrato es el angiotensinégeno, sobre el

cual actia dando origen al decapétido angiotensina |, virtualmente inactivo.

Enzima Convertidora de Angiotensina Il (ECA). Es una metaloproteasa de
tipo dipeptidilcarboxipeptidasa que da origen al octapéptido angiotensina Il,
de gran actividad biolégica. Existe en dos formas, una somatica que se
encuentra en todo el cuerpo y una germinal que se encuentra tinicamente en
la etapa posmeiédtica y en los espermatozoides. La ECA de la especie
humana es una macroprotefna de 1,278 aminoacidos, con dos sitios activos
por molécula y una region para unién de Zn2+. Su localizacién en forma
somatica preferente es el endotelio vascular, pero también existe en el
plasma y en otros tejidos. La mayor proporcion (90-99%) de la ECA se
encuentra en los tejidos y solamente del 1-10% se encuentra en la

circulacién. Es una enzima con poca especificidad de sustrato, ya que

‘Karla Yuritei Martinez Veldzquez 11
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también es activa sobre otros péptidos: bradicinina, sustancia P y

encefalinas.

C) Angiotensinasas. Se localizan en el plasma y en los tejidos. 1a ASP-
aminopéptidasa (angiotensinasa A) da lugar a la formacién de anglotensina
I}, heptapéptido activo (de igual potencia que la angiotensina Il como
activador de la liberacion de aldosterona, pero con escasa actividad

hipertensora y estimuladora de médula suprarrenal).'?

2.4.2 SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA-ALDOSTERONA

Actualmente sabemos que el sistema renina angiotensina aldosterona juega el
papel principal en la génesis de la hipertrofia ventricular y de otras alteraciones en
el tejido miocardico que estan relacionadas a los niveles elevados de angiotensina
Il circulante. El angiotensindgeno forma angiotensina | en presencia de renina y
da lugar a angiotensina Il en presencia de la Enzima Convertidora de la

Angiotensina Il (ECA).S

La activacion del sistema renina-angiotensina—-aldosterona conduce, pues, al
aumento de la presién arterial, el volumen plasmatico y la perfusién renal. La
anglotensina Il se convierte finalmente en angiotensina lll, mucho menos activa, a
través de la accién de una aminopéptidasa. Ambas formas son degradadas por las

angiotensinasas de todo el organismo formando fragmentos inactivos.!418
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Enzima convertidora de )a angiotensina (ECA)

!

Angiotensingeno Angiotensina | =™ Angiotensina I
TRenina ..
Constriccién
4 arteriolar THormona antidiurética 1 Aldosterona
/ (ADH)
TResistencia
periférica TRetencién de Sodio y agua

{Perfusién renal \

1PA —— TVoltm?en
PGasto Cardiaco plasmitico
TPerfusion renal

Esguema 2-2. El sistema renina-angiotensina—aldosterona. 's

2.4.3 ANGIOTENSINA Il

La angiotensina Il es un vasoconstrictor potente y ejerce efectos directos sobre el
tono artefiolar periférico, aumentando la resistencia periférica y la presion arterial;
aumenta la frecuencia cardiaca a fa potencia de las contracciones del miocardio,

desencadena una secrecién de catecolaminas en la medula suprerrenal, de

Narfa Yunitzci Martines Velizquez 13
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aldosterona en la corteza suprarrenal y de hormona antidiurética (ADH) en la

hip6fisis posterior.22.37

Tabla 2-1. Acciones de la

s Crecimiento de células musculares lisas vasculares y

células miocardicas, y esta implicada en la hipertrofia
Corazén
e hiperplasia vascular y cardiaca.

e Tono vascular coronario.

¢ Vasoconstriccion.
Vasos sanguineos

o Hipertrofia vascular.

o Irrigacién sanguinea renal: control de las arteriolas
aferentes y eferentes.

Rifién ¢ Velocidad y presion de filtracion glomerular.

= Reabsorcion de sodio.

¢ Secrecion de renina.

» Secrecion de ADH; sed, apetencia por la sal.
Cerebro
¢ Secrecion de ACTH, vasopresina y catecolaminas.

o Secrecién de catecolaminas (medula).
Glandulas suprarrenales
* Secrecion de aldosterona.

Karla Yuritst Martinez Velicques 14
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2.4.4 RECEPTORES DE ANGIOTENSINA Y LA RESPUESTA QUE DESENCADENAN

Existen dos subtipos de receptores para angiotensina Il denominados AT y AT.. El
receptor AT) tiene 359 aminoacidos y pertenece a la superfamilia de los
receptores acoplados a proteinas G. Al parecer, la mayoria de los efectos
farmacoldgicos de la angiotensina Il estan mediados por la activacién de este tipo
de receptor. El receptor AT consta de 363 aminoacidos (con sélo el 32% de
homologia con el subtipo ATh), presenta una descripcion funcional poco

conocida.3. 8

Subtipos de receptores de angiotensina Il
y sus efectos

membrara Celar
- V@5 0COMrUCCion - vasodiatacion
- Hipertrofia - antiprotiferation
- proiferacion - activaction NO

- fibrogenesis
- baj@ de aldostevona

Figura 2-4. Subtipos de receptores de angiotensina ll y sus efectos

La activacion de los receptores AT también pueden estimular ademas de las
respuestas inmediatas, respuestas a largo plazo, por ejemplo, hipertrofia e
hiperpiasia del misculo liso vascular y miocardio; efecto mediado por las cinasas

de proteinas asociadas a microtibuios.
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Sintesis de exxeroidex Liberacion de

Aldoterona Contaccitn catecolaminax
ANFPc =~ Ad in Monofosfate Gidico DAG = Diagilglicerol
IP3 = Trifosfato de inasitol :
PLC = Foxfalipasa C P1P2 = Difoxfato de fasfadil inosito)

Figura 2-5 Respuesta celular al receptor AT de angiotensina If ¢

El receptor ATh, a través de la proteina Gg, activa la isoforma B de la fosfolipasa
C(PLCb) disparando asi la secuencia inositol-trifosfato, calcio Intracelular, union
calcio-calmodulina y activaciéon de ATPasa y cinasas que median la respuesta
celular. Asimismo, la activaciéon de la PLC y fosfolipasa D da lugar a la formacién
de diacilglicerol y activacion de proteincinasa C. En ciertos casos (células
cromafines, ganglio simpatico o miocardio), la angiotensina i produce
despolarizacién y entrada de Ca2+ a través de canales de Ca?+ dependientes de!

voltaje.?
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2.4.5 ALDOSTERONA

La liberacion de aldosterona ocurre a partir de la corteza suprarrenal. La
angiotensina 1l estimula la zona gloméruiosa de la corteza suprarrenal para
incrementar la sintesis de aldosterona y la secrecién de la misma; asimismo,

origina efectos téficos y facilitadores que aumentan otros estimulos.!?

Dentro de los efectos de la aldosterona tenemos: 1) produce perdida de magnesio,
al aumentar la excrecion urinaria del mismo; 2) potencia las caiecolaminas; 3)
puede inducir arritmias ventriculares; 4) favorece la fibrosis miocardica; y 5)
provoca atenuacion de los barorreflejos. Ademas causa retencién de Na+ y eleva la
presion arterial, siendo por eso que la inhibiciébn de la aldosterona ejerce

importante efecto diurético e hipotensor.18 22
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2.5 MORFOLOGIA NORMAL DEL MUSCULO CARDIACO

El musculo cardiaco se compone de tres capas fundamentales perfectamente

diferenciadas: Endocardio, Miocardio y Epicardio.

2.5.1 ENDOCARDIO

E! endocardio recubre como una membrana brillante la superficie interna de las
auriculas y los ventriculos; se compone de una capa de células endoteliales
poligonales aplanadas. Por debajo del endotelio se encuentra una capa de tejido
conectivo denso, que contiene muchas fibras elasticas y haces de células

musculares lisas.

En la mayor parte del corazén hay una capa subendotelial compuesta por tejido
conectivo, pero falta en los musculos papilares y las cuerdas tendinosas. Esta capa
fija el verdadero endocardio al miocardio, dado que se contin(a en el tejido
conectivo entre las fibras musculares cardiacas. La capa subendotelial contiene
vasos sangufneos, nervios y ramificaciones del sistema de transmisiéon de

impulsos.10
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2.5.2 MIOCARDIO

Es la pared muscular del corazén. Esta formado principalmente por un conjunto de
células musculares estriadas (miocitos cardiacos) ramificadas, que contienen a su
vez cinco componentes principales: 1) la membrana celular (sarcolema) y los
tabulos T, para la conduccion de los impulsos; 2) el reticulo sarcoplasmico, un
reservorio de calcio necesario para la contraccién; 3) los elementos contractiles; 4)

las mitocondrias; y 5) el nicleo.!0

La unidad contractil intracelular del masculo cardiaco es el sarcémero, un
conjunto ordenado de filamentos gruesos formados principalmente por miosina,
de filamentos delgados que contienen actina, asf{ como las proteinas reguladoras
troponina y tropomiosina. La contraccion de! misculo cardiaco se produce gracias
a la fuerza que se acumula al deslizarse los filamentos de actina, intercalados con
los de miosina, hacia el centro de cada sarcomero. Los sarcomeros miden de 1.6 a
2.2 um de longitud, segiin su estado de contraccién. Sin embargo, si la dilatacion
es progresiva, llega un momento en que la eficacia de la yuxtaposicion de los
filamentos de actina y miosina disminuye, y entonces desciende bruscamente la

fuerza contractil, como ocurre en la falla cardiaca.s
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2.5.3 EPICARDIO

El epicardio es la capa visceral del pericardio y recubre la superficie externa del
corazon bajo la forma de una membrana serosa delgada, que junto con la lamina
parietal constituye la boisa pericardica en gque se encuentra el corazon. El
epicardio esta compuesto por una (nica capa de células mesoteliales y una unica
capa delgada submesotelial de tejido conectivo laxo, gque contiene vasos
sanguineos y nervios. En el tejido conectivo submesotelial a menudo se observan

cantidades importantes de tejido adiposo.

’ . L]

Bl* ON L . . -a——— Endotelio

! .‘. A . . : Endocardio

p 4—— Subendotelio
K
'} - .
by ‘ s -~ Subendocardio
g )
vh ¥ L
¢ ] 1 - Miocardio
Al s ! b g

Figura 2-6 Muestra de las partes que conforman el muisculo cardiaco
Miniatlas de Cardlolagia. Luis Radl Lepori. Hambrea Cohen
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2.5.4 CELULAS CARDIACAS: MIOCITOS

El masculo cardiaco es el musculo estriado de la pared del corazén y de la base de

las venas de gran calibre que se vacian en el corazon.

Caracteristicas celulares:
e Forma celular: columnar alargada ramificada.
o Numero de ndcleos: mononucleada o binucleada.
o Forma nuclear: ovoide.
s Tipo de cromatina: eucromatina (cara abierta).
» Posicion del nicleo: central o excéntrico.

» Caracteristicas especiales; estrias en el citoplasma.

2.5.5 DISCO INTERCALAR

Las células cardiacas se conectan entre si a través de un tipo de unidn propia del
musculo cardiaco llamada disco intercalar; mediante uniones intercelulares
especializadas que permiten su acoplamiento mecanico e i6nico.3' Las uniones
laxas, favorecen la tontraccion sincronica de los miocitos al proporcionarles
acoplamiento eléctrico con un paso de iones apenas restringido a través de las
‘membranas de las células adyacentes. Las uniones laxas estan formadas por
conglomerados de conductos de membranas citoplasmaticas que ponen en

comunicacién directa a los compartimientos citoplasmaticos de las células vecinas.
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Si se producen alteraciones en la distribucién espacial de las uniones laxas y en
sus correspondientes proteinas, puede aparecer facilmente una disfunclén

electromecanica.

2.5.6 ESTRUCTURAS DEL TEJIDO CONECTIVO EN EL CORAZON

Valvulas cardiacas. Las valvulas semilunares de las aberturas hacia la aorta y la
arteria pulmonar y las wvdlvulas cuspideas de las dos aberturas
auriculoventriculares estan compuestas por repliegues del endocardio que
contiene una placa central de tejido conectivo denso.

Anillos fibrosos. Los orificios estan rodeados por un anillo de tejido conectivo
fibroso denso en el que se insertan las cispides.

Trigonos fibrosos. Estas pequefnas zonas de tejido conectivo denso pueden
presentar caracteristicas de cartilago fibroso, comunican los anillos fibrosos y
junto con ellos separan el miocardio de las auriculas y los ventriculos. La masa
fibrosa es perforada por los haces auriculoventriculares del sistema de
transmision de impulsos.

Pars membranosas de los tabiques introventriculares. También estd compuesta
por tejido conectivo denso.

Cuerdas tendinosas. Comunican como filamentos tendinosos la punta de cada
musculo papitar con el borde o ia superficie ventricular de las cdspides de las
valvulas mitral y tricispide. Las cuerdas estan recubiertas por endocardio y

contienen densos haces de fibras de colageno.32
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2.5.7 CELULAS EN EL TE)IDO CONECTIVO

En el tejildo conectivo existen diversos tipos de células. Algunas de ellas son
exclusivas del tejido conectivo, mientras que otras son células sanguineas, que

también pueden aparecer como componentes normales del tejido conectivo.

Todos los distintos tipos celulares del tejido conectivo se pueden dividir en dos
categorias: las células fijas, fibroblastos, células reticulares, células
mesenquimaticas y adipositos, y las células migrantes, monocitos, macrofagos,
células dendriticas, linfocitos, células plasmaticas, granulocitos eosindfilos y

neutrofilos y mastocitos.3!
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2.6 ALTERACION MORFOLOGICA DE LA ESTRUCTURA DEL MIOCITO
CARDIACO: HIPERTROFIA

2.6.1 LESION Y REPARACION DEL MUSCULO CARDIACO

Las células cardiacas destruidas no son reemplazadas por otras similares. Una
lesioén del tejido muscular cardiaco que causa ia muerte celular se repara mediante
la formacién de tejido conectivo fibroso, con la consecuente pérdida de funcién

cardiaca en ese sitio.

Cuando el corazdn es dafado, mecanismos compensadores son activados para
estabilizar la funciéon miocardica. Estos mecanismos a través de un aumento en
frecuencia cardiaca, contractilidad, expansién de volimenes e hipertrofia,
estabilizan la funcién del miocardio por un corto tiempo. Sin embargo, el uso
crénico de esos mecanismos compensadores son el apoyo para que la faila

cardiaca se establezca en forma definitiva.18

La hipertrofia ventricular izquierda (HVI) es un fuerte factor independiente de
riesgo cardiovascular y es la anormalidad cardiaca mas frecuente en hipertension
arterial (HTA). £l miocito responde estructural y funcionalmente a todo el espectro

de cargas impuestas.'2

La hipertrofia puede ser definida como el aumento individual del tamano (masa)

del miocito que trae como consecuencia un incremento en el tamaiio y el peso del
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organo. Debido a que estos estimulos aumentan la sintesis y el contenido de
proteinas de cada célula. £s un mecanismo adaptativo que utiliza el corazén para
ajustar su masa a la carga hemodinamica.5:'8 El miocito modifica su tamano
(aumento de masa, sin incrementar su ntimero) y su forma de acuerdo con el
estimulo que recibe. Asi la sobrecarga de volumen determina un mayor
crecimiento en longitud def miocito mientras que la sobrecarga de presion genera
una mayor modificaciéon en su ancho. Por otra parte, los cambios hemodinamicos
pueden corresponder a aumentos de la poscarga (hipertrofia por sobrecarga de
presion), a un aumento de la precarga (hipertrofia por sobrecarga de volumen) o a

la combinacién de ambos.32

- 2.6.2 TIPOS DE HIPERTROFIA Y SUS CONSECUENCIAS

Es de importancia diferenciar dos tipos de hipertrofia: la fisiologica y la patolégica.
La primera es un proceso de adaptacion caracterizado por el aumento de la masa
miocéardica a expensas del tamano del miocito y, tiene la posibilidad de restitucién
"ad integrum”, una vez que ceso el estimulo que le dio origen. Un ejemplo de esto
es el ejercicio. La segunda es consecuencia de un estimulo sostenido, no se
produce la adaptacidon proporcional de todos los constituyentes celulares y los

mismos se modifican en forma heterogénea.33

25

Karfa Yurdzi Martines el

y o Yopenrin Ryl e



2, 0 MARCO TEORICO

Existen alteraciones tanto en los miocitos como en los diferentes componentes de

la matriz extracelular e intracelular:

o Se modifican principalmente la relacién entre miocitos y fibroblastos del
miocardio. Se activan células intersticiales y otras no miociticas como las
células musculares lisas vasculares (CMLV), fibroblastos vy células
endoteliales (CE).

» El desarrollo de la circulacién coronaria no acompafa proporcionaimente al
crecimiento de los miocitos (como ocurre en la HVI fisioldgica) lo cual lleva,
en situaciones de aumento de demanda metabdlica, a una isquemia
endocardica relativa.

¢ Cambios en la geometria cardiaca que pueden constituir un mecanismo
adaptativo beneficioso (como en el entrenamiento fisico) o bien patolégicos
como en la HVI secundaria a hipertensién arterial o estenosis aodrtica;
encaminandose a una disfuncién ventricular progresiva que culmina en la
falla cardiaca. ¢

e Acortamiento de la fibra miocardica que es parte secundaria al cambio de la
isoforma de la miosina {fenotipo de la cadena pesada de miosina), que ha
pasado a ser de tipo lenta.20

» Aumento de la sintesis proteica con reexpresion de isoformas fetales de

proteinas contractiles como la cadena pesada de la miosina y de ciertos

péptidos como el natriurético auricutar.®
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» El estiramiento y otras formas de deformacion miocardica generan senales
intracelulares tales como el aumento del sodio, del calcio citosélico libre,
del AMPc, del inositol-trifosfato (IP:) y del diacilglicerol (DAG) vy
modificaciones del pH. 29 El estiramiento mecénico induce HVI a través de la
angiotensina y {a endoltelina-1, y ademas por activacién del intercambiador
Na+/H+.

¢ Deslizamiento de las fibras, reorganizacion de los miocitos y finalmente

dilatacion ventricular.

2.6.3 MECANISMO DE LA HIPERTROFIA CARDIACA

La hipertrofia ventricular izquierda podria requerir una relacién con determinado
receptor especifico que Intervendria para generar las sefales intracelulares

necesarias para transformar aumento de trabajo en crecimiento celular.

intervienen estimulos y reacciones intermedias con participacion de proto—
oncogenes y factores de crecimiento, de segundos mensajeros y efectores, que
van a provocar modificaciones en el miocardio y en las proteinas contractiles,
llegando a cambios estructurales expresivos de adaptacién o que son punto de

partida de desadaptacién.

‘La disfuncién diastélica en la HVI se debe a fibrosis intersticial, aumento de la

rigidez de camara, y a anormalidades estructurales de los miocitos. 2:30
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CARGA VASCULAR ONCOGENES
ANGIOTENSINA 11 i FACT. DE CRECIMIENTO
HORMONA TIROIDEA : AMFc, PKC, Ga™
ESTIMULOS INOSITOL-3-FOSFATO
ADRENERGICOS

Actimoisina patron fetat
; PNA Y PNMC (BNP)
DESADAPTACION TROPONINA Y Ca —

ADAPTACION

oSS PRODUCC. COLAGENO

Esquema 2-3 Estimulos de la Hipertrofia ventricular izquierda ¢

El aumento del estrés de la pared activa el sistema renina angiotensina, con
consiguiente incremento de la angiotensina Hl, quien es la responsable de la mayor

rigidez cardiaca.

La hipertrofia del musculo liso ventricular producida por la angiotensina Il puede
estar mediada por la produccién intracelular de radicales libres quienes activan

cascadas de senales y tienen efectos mitogénicos.!6

2.6.4 REMODELACION VENTRICULAR

La remodelacién ventricular es una alteracl6n en el contorno o volumen de la
cavidad ventricular no atribuible a cambios agudos de la presion arterial. Se define
como la expresién genémica, y por las modificaciones moleculares, celulares e

intersticiales que se manifiestan por cambios morfolégicos en el tamano, forma y
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funcién del 4rgano después de haber sufrido un estimulo. El miocito es la
principal célula involucrada en el proceso de remodelacién. Otros componentes
participantes son el intersticio, los fibroblastos, el coldgeno y la vasculatura

coronaria.

La progresiva deformacion Implica un aumento a través del tiempo del volumen
ventricular. Al aumentar la cavidad se incrementa el volumen diastélico
permitiendo mantener el volumen sistélico, pero a expensas de mayor estrés de

pared. Este Gltimo es un factor estimulante de fa presencia de HVI como
mecanismo de adaptacion.?3. 36 Las alteraciones de la matriz extracelular

consisten en cambios de su volumen, composicion y organizacién. Existen dos
patrones morfoldgicos distintos de fibrosis basados en el alineamiento entre si de
fibras de colageno finas y gruesas con el misculo cardiaco. Las alteraciones mas
conocidas es la fibrosis perivascular alrededor de los vasos intramiocardicos. Una
segunda forma es la fibrosis de reemplazo, que consiste en el depésito excesivo

de colageno fibrilar entre los haces musculares.

En la remodelacién con deformacién se produce agrandamiento ventricular, con
cavidad dilatada y pared adelgazada, a consecuencia de diversos mecanismos
tales como la perdida de miocitos, crecimiento de miocitos no injuriados y
fibrosis. Es entonces un proceso que incluye cambios en la forma, volumen y masa
ventricular, que a la larga repercute negativamente sobre la funcién ventricular. El
aumento del tamafio del corazén puede explicarse come una respuesta
homeostatica dirigida a conservar el volumen sistdlico.!®

29
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En el cambio geométrico de la remodelacién o sea la deformacion intervienen: 1)
necrosis celular, cicatrizacién y depésito de colageno; 2) disrupcion de la matriz
colagena, activacion de colagenasas y deslizamiento de miocitos; 3) hipertrofia

miocitlca y elongacion celular; y 4) apoptosis.23

Debe tenerse muy en cuenta la participaciéon del colageno en el proceso.? El
crecimiento hipertréfico incluye el agrandamiento miocitico, pero también al
crecimiento del sector no miocitico aunque éste no esta vinculado a las cargas
ventriculares. Los fibroblastos son responsables de la acumulacién de colageno.
Este tipo de hipertrofia contribuye a2 una rigidez anormal del miocardio que

interviene en la disfuncion sistolica y diastolica existentes.

2.6.5 PARTICIPACION DE LA ANGIOTENSINA I

Es muy probable que la angiotensina Il sea la que regule indirectamente la funcién
de los fibroblastos cardiacos a través de factores de crecimiento especificos, tales
como el TGF-B y la ET-1, el TGF-B requeriria para la accién citada de factores de
apoyo, tales como proteinas receptoras o activadoras. La ET-1, sintetizada por

miocitos y fibroblastos estimula la produccion de colageno | y Ill en la CMLV

coronarias.! La angiotensina Il y la aldosterona intervienen en la regulacion de la

remodelacién del colageno de la matriz, estimulando la sintesis de proteinas.34
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Ademas la angiotensina Il regula la degradacién de colageno atenuando la
produccién de TIMP-1 (inhibidor tisular de }a metaloproteinasa-1) por las CE; se
ha sugerido que la angiotensina Il facilita la fibrosis miocardica regulando hacia
arriba al TIMP-1 y disminuyendo la actividad colageno-litica. El proceso de
remodelacidon cardiaca consta de cuatro fases: 1) hipertrofia de miocitos y de
fibroblastos (también hiperplasia); 2) aumento del depésito de proteinas de la
matriz extracelular, 3) dilatacion del ventriculo izquierdo y 4) crecimiento alterado

de las CE y de los vasos sanguineos.

PKC = proteina dnasa FCbF- Factar de Crecmiento baxico de Fibroblestox
FCDP = Facor de Credmiento derivado de plaquetas
FT{H = Facor varmsformador de Crecimiento

Figura 2-7 Mecanismo de la Angiotensina Il para la estimulacién de la sintesis de fibroblastos 9
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El coligeno sirve para mantener alineadas a las fibras cardiacas y facilitar [a
transmision de la fuerza muscular a las camaras, y participa activamente en la
relajacion con el aporte de energia almacenada en sus fibras espiraladas en fa

contraccion.

La hipertrofia del miocito y su funcién estin moduladas no solamente por las
condiciones de carga sino también por procesos neurohumorales locales o
sistémicos. Aqui es donde la angiotensina Il interviene. El crecimiento de los

fibroblastos no esta regulado primariamente por la carga cardiaca sino en especial

por el SRAA.37

32
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2.7 FARMACOLOGIA DEL CAPTOPRIL

Se ha demostrado que la alteracién del sistema renina-angiotensina-aldosterona
constituye una causa de la hipertension arterial. Esto ha generado el interés de
inhibir el sistema a varios niveles que van desde la sintesis de renina hasta la
unién de la angiotensina Il con su receptor. Los ltamados inhibidores de la ECA,
han demostrado ser efectivos y bastante bien tolerado en el tratamiento de Ia falla
cardiaca, en algunas formas de hipertensién arterial primaria y para reducir o

impedIr la hipertrofia ventricular y la hiperplasia vascular.26.29

2.7.1 CONCEPTOS GENERALES

Es un potente inhibidor de la ECA, el primero que CH,
0
se comercializo, es el Gnico inhibidor de la ECA \ &‘
CH=-C-
que contiene una mitad sulfhidrilo. OOH
HS-CH,

El Captopril disminuye de inmediato la presion CAPTOPRIL

(ZS)-}meraptu-Z-m'di
arterial en Individuos normales depletando Naty -1-oxopropil - L prolina

Figura 2-8 Estructura quimica del

en hipertensos con aumento de actlvidad de Captopril

renina plasmatica. Sin embargo, su administracion
continua hace descender la presién arterial en individuos normales normosodicos
y en {a mayoria de los hipertensos, sin gue el descenso guarde relacién con los

niveles de actividad de renina plasmatica.!!
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E) perfil hemodinamico del Captopril, con disminucién de la poscarga y del retorno
venoso, determina también que sea particularmente Util en el tratamiento de la

Insuficiencia Cardiaca.

2.7.2 FARMACOCINETICA

Por via oral, se absorbe con rapidez y tiene biodisponibilidad alrededor del 75%.
Las concentraciones plasmaticas maximas ocurren en el transcurso de una hora, y
el farmaco se elimina con rapidez (fa vida media es de aproximadamente dos
horas). La mayor parte del firmaco se elimina en orina, 40-50% como Captopril, y
el resto como dimeros disulfuros de este ultimo y disulfuro de Captopril-cisteina.
La dosis de Captopril varia de 6.25 a 150 mg, dos a tres veces al dia;'6.25 mg tres
veces al dia y 25 mg dos veces al dia son apropiados al inicio del tratamiento de la
insuficiencia cardiaca e hipertension, respectivamente. Los alimentos disminuyen
de 25 a 30% la biodisponibilidad oral del Captopril, este Gltimo se administra una

hora antes de las comidas.!!. }7

2.7.3 MECANISMO DE ACCION

El Captopril, se une al grupo activo de la ECA a través de su grupo sulfhidrilo, lo
que bloguea competitivamente la enzima de conversién, y reduce los niveles

plasmdticos y tisulares de angiotensina !l y aldosterona. Como consecuencia
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produce una accién vasodilatadora arteriovenosa y disminuye los niveles

plasmaticos de noradrenalina y vasopresina.!

i

—=! Angiotensinogeno

—
Renina l

Angio‘tensina |

Inhibidores ECA
de la ECA

CAPTOFPRIL .

Angiotensina ll Endmelio Vascular
Y—)s- Receptor de
angiotensina

Esquema 2-4 Mecanismo de accion del Captopril. (Inhibicién de la ECA, para evitar la génesis de

angiotensina II)
Miniatlas de Cardiologia. Luis Raul Lepori. Hambrea Cohen
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2.8 TECNICA HISTOLOGICA DE TINCION

Los métodos histologicos empleados son muy diversos. Los procedimientos
quimicos especificos proporcionan informacion detallada sobre la funcién de las
células y de los componentes extracelulares de los tejidos. El elemento
fundamental de los métodos histoldgicos es la utilizacidon de acciones fisicas y
quimicas sobre preparados histolégicos, para determinar la localizacién de
sustancias quimicas en fas células y los tejidos. Antes de la reaccién histoquimica

en si es necesario efectuar una serie de pasos para la preparacién adecuada, que
conserven la sustancia quimica estudiada y las estructuras celulares y tisulares.24

La reacciéon histoquimica debe Inducir la formacién de un producto insoluble
visible. En consecuencia debe ser coloreado o poder transformarse en

fluorescente.

e

Esquema 2-5 Interpretacién de los pasos a sequir para la preparacién de una muestra histolégica.
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2.8.1 TINCION DE HEMATOXILINA - EOSINA (HE)

La técnica de HE se emplea en Histologia porque permite apreciar caracteristicas
estructurales; no proporciona informacién sobre las caracteristicas quimicas. Se
colorea la muestra con hematoxilina acuosa, dado que el colorante de contraste, la
eosina, es mas soluble en alcohol que en agua, se deshidrata nuevamente la
muestra por pasaje por una serie de soluciones alcohdlicas de graduacién
creciente, hasta {legar al 100%, y se colorea con eosina en alcohol. Después se
pasa por xilol, se coloca en un medio de montaje no acuoso y se protege con un

cubreobjetos; de esta manera, se obtiene un preparado permanente.

Como ya se menciono la hematoxilina no es un colorante basico en sentido
estricto. Se uiiliza con un mordiente, o sea un intermediario entre el componente
textural y la anilina, que hace que la tincién con este dltimo se asemeje a la de un
colorante basico. La unién en el complejo tejido-mordiente-hematoxilina no
consiste en un simple enlace electrostatico y cuando la hematoxilina se coloca en
agua no se disocla del tejido. A causa de esto, la hematoxilina se presta para los
procedimientos tintoriales en los que es seguida por soluciones acuosas de
colorantes acidos. Los colorantes basicos verdaderos, a diferencia de la
hematoxilina, por lo general no se usan en secuencias en las que el colorante
bésico le sigue un acido, por que la anilina basica tiende a disociarse del tejido

durante los lavados en soluciones acuosas que se realizan entre ambas
coloraciones.'®% 24 A pesar de los meritos de la coloracion con HE, el
procedimiento no pone en evidencia adecuadamente ciertos componentes
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extracelulares de los cortes histoldgicos, tales como la elastina, fibras reticulares,
membranas basales y lipidos. Se emplea la hematoxilina para tenir los nicleos
primero y después se aplican los colorantes acidos con el fin de tefiir

selectivamente el citoplasma y las fibras extracelulares.

Tabla 2-2. Caracteristicas tintorlales de distintas estructuras con HE. ©

Nucleo:
Heterocromatina Azul
Eucromatina Negativa
Nucléolo Azul
Chitoplasma:
Ergastoplasma Azul
Citoplasma en generat : Rosada
Filamentos citoplasmadticos Rosada

Material Extraceiular
Fibras coligenadas Rosada
Fibras eldsticas Rosada, pero en general no se distinguen de
las fibras coligenas
Fibras reticulares Rosada, pero en general no se distinguen de
las fibras coldgenas
Sustancia fundamental Azul, pero solo sl es abundante como en la

matriz cartilaginosa

Matriz ésea Rosada
Membrana basal Rosada
Karla Yuritzi Martinez Velizques 38
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2.8.2 FUNDAMENTOS QUIMICOS DE LA COLORACION

La hematoxilina y la eosina son los colorantes usados con mayor frecuencia en
histologia. Un colorante dcido, como la eosina, lleva una carga neta negativa en
su porcion coloreada y su férmula general es Na+anilina. Un colorante basico lleva
una carga neta positiva en su porcion coloreada y su férmula general es
anilina+Cl-. La hematoxilina no es estrictamente un colorante basico, pero tiene
propiedades tintoriales muy semejantes. El color de una anilina no se relaciona

con su caracter acido o basico.24

Colorante bdsico. Los componentes anidnicos inciuyen los grupos fosfatos de los
acidos nucleicos, los grupos sulfato de los glucosaminoglucanos y los grupos
carboxilo de las proteinas. La capacidad que poseen estos grupos anidnicos de
reaccionar con un colorante bdsico se denomina basofilia. Se dice que [os

componentes tisulares que se colorean con la hematoxilina exhiben basofilia.

Las reacciones de los grupos aniénicos varian con el pH. En consecuencia:

e A un pH alto (alrededor de 10), los tres grupos esta ionizados y
disponibles para reaccionar con el colorante basico por medio de
uniones electrostaticas.

e A un pH ligeramente acido o neutro (5-7), se ionizan los grupos
sulfatos y fosfatos, que quedan disponibles para reaccionar con el

colorante basico por medio de uniones electrostaticas.
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e A un pH bajo (menor de 4), sélo los grupos sulfatos permanecen

ionizados para reaccionar con las anilinas basicas.

Colorantes dcidos. La reaccion de los grupos catiénicos con un colorante dcido se
denomina acidofilia. Las reacciones de los componentes celulares y tisulares con
colorantes acidos no son tan especificas ni precisas como las reacciones con

colorantes basicos.

Si bien la unidn electrostatica constituye el principal factor en la unién primaria del
colorante con el tejido no es el anico y por lo tanto {os colorantes acidos a veces
se emplean combinados para colorear en forma selectiva distintos componentes

de los tejidos.10
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3.0 JUSTIFICACION

Los inhibidores de la ECA (Enzima Convertidora de Angiotensina ll) constituyen
uno de los desarrollos farmacéuticos recientes mas interesantes. Se ajustan con
extraordinaria precision a los procesos fisiopatologicos de las enfermedades
cardiovasculares y son una fuente constante de estimulos para la adquisicion de
nuevos conocimientos sobre los mecanismos implicados o el propio mecanismo

de accion del farmaco.

Aunque la hipertrofia del ventriculo izquierdo esta relacionada con una elevacion
de la presion arterial, los agentes que reducen la presion arterial no intervienen
necesariamente en la hipertrofia. Los inhibidores de la ECA parecen ser eficaces en

este aspecto.

La regresion de la hipertrofia del ventriculo izquierdo es la restauracién de la
estructura ventricular con recuperacion de su funcion fisiologica, luego del
desarrollo de la hipertrofia (mecanismo compensatorio). Algunas alteraciones
estructurales vy fisiologicas debidas a la hipertrofia del ventriculo izquierdo son
permanentes, en tanto que en otras es posible su regresion mediante medidas

terapéuticas.
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4. 0 OBJETIVO GENERAL

4.0 OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto del Captopril sobre la morfofisiologia del musculo cardiaco,
usando cateterismo y aplicando la técnica histoquimica HEMATOXILINA - EOSINA,
para estimar los posibles cambios funcionales, estructurales y celulares que

produce este farmaco.

4.1 OBJETIVOS PARTICULARES

4.1.1 Llevar a cabo la determinacién de los parametros hemodinamicos (PA
media, PS ventricular y PD ventricular) en rata F1 (rata control de la
SHR) y en rata hipertensa espontanea (SHR) sin tratamiento para valorar

la funcién cardiaca de las ratas en ambos grupos.

4.1.2 Obtener los parametros hemidinamicos (PA media, PS ventricular y PD
ventricular) en rata F1 y en rata hipertensa espontdnea (SHR) con
Captopril para valorar su efecto en la funcion cardiaca de ambos

grupos.
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4.1.3 Determinar las variables cardiacas, peso corporal, indice de peso de los
ventriculos (mg de los ventriculos/g peso corporal) de cada lote (F1 y
SHR sin y con captopril), para estimar el efecto del farmaco sobre la

hipertrofia cardiaca.

4.1.4 Medir el diametro longitudinal y transversal del ventriculo izquierdo, asi
como el ancho de la célula cardiaca, con ayuda de un ocular
micrométrico, para evaluar el efecto del fairmaco en la remodelacion

ventricular de cada lote (F1 y SHR sin y con Captopril).

4.1.5 Evaluar el efecto del Captopril sobre la morfologia y la organizacion de
las células que conforman al musculo cardiaco, mediante el uso del

microscopio optico para los lotes F1 y SHR sin y con Captopril.
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5.0 HIPOTESIS

Si las concentraciones elevadas de angiotensina Il se relacionan con la aparicién de
hipertrofia ventricular izquierda exagerada en la hipertension arterial, la cual se
manifiesta por cambios estructurales y celulares en el masculo cardiaco, entonces
se deduce que cuando se inhiba la biogénesis de angiotensina Il utilizando
Captopril (farmaco inhibidor de la Enzima Convertidora de Angiotensina Il) se
revertiran los cambios morfolégicos del ventriculo izquierdo en respuesta al efecto

del farmaco.
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6.0 MATERIAL

Material Bioldgico:
= 9 Ratas F1 macho (control de la SHR).

= 13 Ratas hipertensas espontaneas (SHR, por manipulacion genética).

Principio Activo Puro:

= Captopril (RBI puro).

Soluciones y Reactivos:
= Solucion Salina Fisiologica.
= Reactivo de Bouin (fijador que contiene acido picrico y acido acético).
= Alcohol al 70, 84, 96% y absoluto.
= Pentobarbital s6dico (SEDALPHORTE, 63 mg/mi).
= Tintura de Hematoxilina de Harris.
» Tintura de Eosina alcohélica.
= Xileno.

* Monoémero de estireno.

Equipo:
= Equipo hemodinamico Blood Pressure Analyzer Digi-med.
= Balanza granataria Triple Beam Balance.
= Balanza analitica Sartorius.
= Equipo de diseccion.
= Microscopio Optico tetrafocal (American Optical).
= Ocular micrométrico.
= |nyector de parafina Thermolyne.

= Microtomo manual.
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7.0 METODOS

7.0 METODOS

7.1 DISTRIBUCION DE LOTES

1. Se sexaron, pesaron y marcaron a los animales.

2. Se hizo la distribucion correspondiente de los animales en 4 lotes

experimentales.

rata F1 sin tratamiento

Lote 1

n=4

Rata hipertensa espontanea sin tratamiento
Lote 2

n=7

rata F1 con tratamiento Captopril 3 mg/Kg via oral
Lote 3

n=>5

rata hipertensa espontanea con tratamiento con Captopril 3mg/Kg
Lote 4 |viaoral.

n=>5
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7.0 METODOS

7.2 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD HEMODINAMICA EN LOS
ANIMALES DE LOS 4 LOTES.

7.2.1 DOSIFICACION Y ADMINISTRACION DEL CAPTOPRIL PARA LOS LOTES
CORRESPONDIENTES.

1) El lote 1 y el lote 2, no se les administro el farmaco (Captopril); solo se
sometieron a condiciones normales de alimentacién y 250 mi de agua con

sacarosa al 1%.

2) Se administré en base a la posologia la dosis de Captopril (3mg/kg) diaria
adecuada para cada lote 3 y lote 4(cantidad de farmaco correspondiente a la
“n” de cada lote), pesada en una balanza analitica en un frasco ambar para

evitar la descomposicion del compuesto.

3) Se disolvié el farmaco en 250 ml de agua corriente y adicionarle 0.5 g de

azucar.

4) Proporcionarselo a los animales en el bebedero diariamente, durante 4

semanas con alimentaciéon normal.

7.2.2 ESTUDIO HEMODINAMICO (DESPUES DE CUATRO SEMANAS DE

TRATAMIENTO).

1) Se pesé en una balanza granataria para animales a cada rata, esto para tener

un control y una referencia de su peso corporal.
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2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Dosificar en base a la posologia el pentobarbital sédico y administrarlo por

via intraperitoneal para lograr una anestesia profunda.

Encender y calibrar e;l Analizador de la BPA Digi-med.

Una vez anestesiado el animal se procede a colocarlo en la tabla de diseccion.
Cortar la piel a la altura del dorso para disecar la traquea.

Adicionar solucién salina fisiolégica para hidratar los tejidos.

Realizar la homeostasis con las pinzas de mosquito para separar el tejido.

Descubrir la traquea y localizar la arteria carétida derecha. Separar el nervio

vago.

Canular la arteria carétida mediante un catéter de polietileno y es sujetada con

hilo seda de 4/0.

10) Posteriormente se obtiene la Presién Arterial basal, por 5 minutos.

11) Después de este tiempo se introdujo el catéter hacia el ventriculo izquierdo

para obtener la presion sistélica y diastélica ventricular.

12) Se obtuvieron los datos estadisticos correspondientes: parametros

hemodinamicos (frecuencia cardiaca, presion arterial media, las presiones

sistolica y diastdlica del ventriculo izquierdo).
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7.3 OBTENCION DE LOS VENTRICULOS DE LOS ANIMALES DE LOS 4

LOTES PARA SU ANALISIS HISTOLOGICO.

D)

7.3.1 OBTENCION DE LOS VENTRICULOS DEL CORAZON

Cortar a la altura del térax para descubrir al corazon.

2) Perfusion del corazon con solucion salina fisioldgica. Localizar la arteria aorta
y hacer pasar por ella la solucién salina y cortar al sistema de la cava, teniendo
cuidado de que el corazén aun este latiendo, lo que facilita la eliminacion de
sangre del érgano.

3) Cortar el corazén y disecar los ventriculos.

4) Lavar con suficiente solucion salina fisiol6gica para evitar que se deshidrate el
tejido y para quitar el exceso de sangre todavia presente.

5) Pesar los ventriculos mediante el uso de la balanza analitica.

6) Introducir los ventriculos en solucién Bouin, fijador que contiene acido
picrico y acido acético. Dejar por 48 horas en el refrigerador.

7) Transcurrido este tiempo, lavar el corazén con agua corriente y colocarlo en
alcohol al 70% para comenzar la deshidratacion.

8) Obtener los datos estadisticos correspondientes: indice de peso del corazoén.
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

7.3.2 PROCESO HISTOLOGICO

Después de que los ventriculos estuvieron en alcohol al 70%, se procesaron

para hacer el estudio histolégico.

Se realizan los cortes transversales y longitudinales de la parte media del

corazon.

Introducir los cortes después en alcohol al 84% por dos horas a temperatura

ambiente (25°C), con el que sé continua la deshidratacion.

Transcurrido el tiempo se colocaran en alcohol al 96%, haciendo dos pases de

dos horas cada uno y también se dejo a temperatura ambiente.

Para finalizar la deshidratacién se colocaran en alcohol al 100% de la misma

forma dos pases de 2 horas cada uno a temperatura ambiente.

Una vez terminada la deshidratacién se les adicionara monémero de estireno
por 30 minutos a una temperatura de 35-37°C que es un aclarador mas

rapido que otros y ahorra tiempo.

Por ultimo las muestras son incluidas en parafina utilizando el Termolyne que

adiciona esta a una temperatura entre 54-56°C.
Se deja solidificar la parafina por una hora a temperatura ambiente.

Se mantienen a una temperatura de 4°C en el refrigerador, para mantener

dura la inclusién y facilitar el corte.

10) Pasar los portaobjetos en un recipiente que contenga una mezcla de éter

etilico /alcohol absoluto /cloroformo (1:1:1) para desengrasarlos.
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11) Preparar un baiio de flotacion que contenga agua limpia a una temperatura de

40-50°C.

12) Agregarle al bano de flotacion grenetina (1g/litro), para la adhesion de los

cortes al portaobjetos.

13) Se procede a seccionar el bloque de parafina en el micrétomo con un grosor

de 4p.

14) La tira obtenida se anexa al bafno de flotacidon, para facilitar la separaciéon de

los cortes y depositarlo en el portaobjetos evitando que se doble la muestra.

15) Una vez que el corte se ha extendido y aparentemente no tiene pliegues o

burbujas, se saca del baino de flotacién.

16) Se coloca la laminilla en una platina a 40°C, para eliminar el exceso de agua

de la muestra y se etiquetan.
17) Posteriormente se coloca la laminilla de 12-24 hrs en la estufa a 40°C.

18) Transcurrido el tiempo necesario se procede a la aplicacion de la técnica de

tincién histologica de Hematoxilina Eosina (ANEXO “A”).

19) Una ves tefidos los cortes, se procedié a hacer mediciones de los diametros
longitudinal y transversal del miocardio y del ancho de los miocitos en cada

lote.

20) Posteriormente se llevo a cabo el analisis microscépico para determinar las

alteraciones morfolégicas.
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8.0 RESULTADOS

A continuacion mostramos los resultados obtenidos en cada parte evaluada de en

este trabajo:

8.1 ESTUDIO HEMODINAMICO

Tabla 8-1. Resuitados de los pardmetros hemodinamicos

Efecto hipotensor del Captopril sobre los parametros hemodinamicos PA media, PS
ventricutar y PD ventricular, mediante el analizador BPA Digi-med . Los resultados
son representados como el promedios + E.E. Prueba t de Student, para datos no

pareados. *p < 0.05 F1 vs F1/Captopril **p < 0.05 SHR vs SHR/Captopril.
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8.2 INDICE DE PESO VENTRICULAR

Grafica 8-1. indice de peso ventricular.
|
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F1 SHR F1/Captopril SHR/Captopril

Respuesta cardioprotectora del Captopril en la atenuacion del crecimiento
ventricular en ratas SHR (3.0 mg/Kg/4 semanas). incremento del peso ventricular
en ratas F1 con Captopril, por un proceso compensatorio de la inhibicion
inadecuada de la ECA. Los resultados son representados como el promedios + E.E.
Prueba t de Student, para datos no pareados. *p < 0.05 F1 vs F1/Captopril **p <

0.05 SHR vs SHR/Captopril.

53



8.3 ESTUDIO HISTOLOGICO

Graficas 8-2 y 8-3. Medicién longitudinal y transversal de la pared del ventriculo

izquierdo
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Efecto del Captopril en la remodelacion ventricular en el diametro longitudinal y

transversal del misculo cardiaco en ratas F1 y SHR (3.0 mg/Kg/4 semanas). Los

resultados son representados como el promedios + E.E. Prueba t de Student, para

datos no pareados. *p < 0.05 F1 vs Fl/Captopril **p < 0.05 SHR vs

SHR/Captopril.
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Grafica 8-4. Medicion del ancho de las células cardiacas en el ventriculo izquierdo.
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CARDIACAS

09 | =
0.8
07 -

#* H

05

04
03 |
02 |
0,1 |
0 | v - = N
F1 SHR F1/Captoprii  SHR/Captopril

MICRAS
(=}
=3

Efecto del Captopril en la remodelacion ventricular en el diametro de la célula
cardiaca (miocito) en ratas F1 y SHR (3.0 mg/Kg/4 semanas). Los resultados son
representados como el promedios + E.E. Prueba t de Student, para datos no

pareados. *p < 0.05 F1 vs F1/Captopril **p < 0.05 SHR vs SHR/Captopril.
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Tabla 8-2. Observaciones en microscopia 6ptica.

Ondulacién de fibras _ + 4+ ++ +
Desconexion de las

células a nivel de disco — ++ ++ +
intercalar

Desnaturalizacion de

miofibrillas - +++ ++ +
Células

polimorfonucleares - ++ + +
Macrofagos — ++ ++ +
Fibroblastos y fibras de

coligena + +4++ | +++ | ++
Edema + + + +
Células Endoteliales '_|_ +++ ++ ++

Nota: ++++(100%); +++(75%); ++(50%); +(25%); ——(negativo).

Evaluacion de hallazgos morfologicos y celulares como

establecimiento de la hipertrofia cardiaca.
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Aspecto microscopico de células miocardicas normales. Se aprecia (2) las células

columnares alargadas, ramificadas y estriadas, (1) con nicleos paracentrales,

ovoides de cara abierta y entre ellas se observa el endomicio. A) Corte transversal

de los miocitos (100X). B) Corte longitudinal de los miocitos (100X).

Hallazgos microscopicos a nivel de miocardio en ratas con falla cardiaca. C) Se
observa el adelgazamiento y desnaturalizacion de las fibras musculares (100X). D)
Es evidente la ondulacion y desconexion de las fibras musculares, se incremento el

porcentaje de tejido conectivo (40X).
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E) Se aprecia (1) un proceso de fibrosis (sustitucion de las fibras musculares por
tejido conectivo). Se observa una gran cantidad de Células Endoteliales,
fibroblastos, fibras e incremento en la vasculatura. Aparicion de macréfagos (2)
para fagocitar las células muertas. (40X). F) Corresponde a un mayor aumento de

la zona anterior, donde podemos observar un gran numero de (3) fibroblastocitos

activos.(100X).

G) Se aprecia toal desorganizacion de los miocardiocitos, por -(;esnaturalizacién
de miofibrillas, donde han reducido significativamente su volumen y se han
desconectado entre si, ocupandose los espacios que estos dejan por una gran
cantidad de tejido conectivo (40X). H) Se observa el deposito de liquido en el
espacio intersticial (edema) (40X).
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En estas fotos se aprecia la franca sustitucion del tejido muscular por tejido
conectivo (fibrosis); lo que le confiere rigidez a la pared del misculo cardiaco.

1 (10X).)) (40X) K} (10X).
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9.0 ANALISIS DE RESULTADOS

El miocardio como principal responsable del trabajo del corazén, en el gasto
cardiaco puede distinguirse en dos sectores: 1) el formado por los miocitos, 2) el
formado por vasos sanguineos, células endoteliales, células vasculares de
musculatura lisa, sustancia amorfa intercelular, fibroblastos, macréfagos, células

cebadas, leucocitos, colageno fibrilar y otras proteinas de la matriz extracelular.12

Como tal el miocito dafado, es estructuralmente inadecuado para cumplir su
funcién contractil contribuyendo asi a una disfuncion cardiaca, que en respuesta

compensatoria provoca la hipertrofia.

La funcion contractil del miocito cardiaco puede subdividirse en dos categorias: la
primera es la funcion intrinseca la cual comprende el mecanismo responsable para
la contraccion y relajamiento del corazén en reposo o estado basal; la segunda es
la funcion modulada por compuestos bioactivos enddégenos que incluyen
neurotransmisores, citosinas, sustancias autocrinas/paracrinas y hormonas; las
cuales comprenden el mecanismo mediante el cual el corazéon responde a varios
estimulos fisicos y fisioldégicos condicionando un aumento o disminuciéon en su

funcion.

"Las alteraciones estructurales del miocardio derivan en complejas interacciones
hemodinamicas y humorales que a su vez representan mecanismos

compensadores, como la estimulacion del sistema renina angiotensina
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aldosterona para mantener el gasto cardiaco normal y la presion arterial, que con
el paso del tiempo origina alteraciones primarias como la hipertrofia, la

remodelacion cardiaca, necrosis celular y apoptosis.

La hipertrofia es una remodelacion considerada como la expresion del genoma
proteico que ocasiona cambios moleculares, celulares e intersticiales, los cuales se
manifiestan mediante cambios en el tamafio, forma, organizacién celular y funcién

cardiaca.

Un sistema de sefializacion esencial en la patogénesis de la hipertensién arterial y
la produccién de hipertrofia ventricular lo constituye la Angiotensina I, como
respuesta al estrés hemodinamico, ya que la célula miocardica se sensibiliza y
libera esta hormona, lo que provoca que se una a los receptores AT
especificamente, promoviendo asi sus efectos cardiovasculares (ver cuadro 1), asi
como la produccién progresiva de fibrosis que contribuye a un incremento en la

rigidez del musculo cardiaco y desarrollo de la disfuncién sistélica y diastélica. 2!
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Tabla 9-1. Efectos vasculares de la Angiotensina Il. 18

Vasoconstriccion

Estimulo de receptores AT,
Libera ET;.

Reduce actividad de NO.

Inflamacion

Actividad NADH/NADPH oxidasa.

Activa macrofagos.

Remodelacion

Estimula migracion de CMVL e hipertrofia.

Estimula produccion de glucoproteinas y

de matriz extracelular.

Trombosis

Activa plaquetas con aumento de

agregacion y adhesion.

Las alteraciones estructurales de la hipertrofia ventricular izquierda ocurren tanto

en el compartimiento miocitico como en el intersticial o no-miocitico, como se

manifiesta en nuestros resultados obtenidos. 30:36
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9.1 PARAMETROS HEMODINAMICOS

Con respecto a los parametros hemodinamicos, se observo que la PA media en el
caso de las ratas SHR existe una diferencia significativa manifestada por una
hipertension arterial, con respecto a las ratas control F1, lo cual es propio de la

naturaleza de los animales.

Para las ratas F1 con Captopril, podemos notar una baja en la PA media,
propiamente de la acciéon del farmaco, pero la cual estadisticamente no es
significativa, demostrando asi que el farmaco a esta dosis no influye en este

parametro sobre ratas normotensas.

Se hace la comparaciéon de ratas SHR con Captopril con el lote formado por ratas
SHR, donde se aprecia una baja significativa de la PA media debida a la accién del

farmaco.

Con respecto a la PS ventricular, nos demuestra la presidon que se ejerce en el
momento en que los ventriculos se contraen para expulsar el flujo sanguineo y se
observa que para los lotes donde se administro Captopril se presenta el efecto en

la disminucion de la contraccion del ventriculo izquierdo por el propio farmaco.

Por lo tanto las ratas F1 como SHR no desarrollaron Insuficiencia Cardiaca debido
a que DeFelice y col., 1989,38 indican que para tener Insuficiencia Cardiaca en
estos animales se debera de obtener en el estudio hemodinamico PA media baja,

PS ventricular izquierda baja, PD ventricular alta y aumento en el peso del
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corazon. Los resultados muestran sé6lo compensacién en la funcién cardiaca pero

adn no se presenta la Insuficiencia Cardiaca en los animales.

9.2 [NDICE DE PESO VENTRICULAR

El ventriculo izquierdo normalmente crece con el paso de los afos desde la
infancia hasta la edad adulta. Pero en el caso de la hipertensién arterial el
aumento de la poscarga sanguinea incrementa el trabajo del ventriculo izquierdo

que se asocia con el desarrollo de una respuesta de hipertrofia patolégica
(proceso compensatorio).3%.32 Es por esto que en nuestro trabajo utilizamos la

sefal del crecimiento ventricular reportandolo como el “indice de peso ventricular”

para analizar el efecto del Captopril sobre la remodelacién cardiaca.

Tomando en cuenta que las ratas F1, son nuestro lote control; observamos que el
indice de peso ventricular es significativamente mayor en las ratas SHR, dado por

influencia de la hipertension arterial.

En cuanto a las ratas F1 con captopril, podemos sugerir que el farmaco favorecio
el incremento significativo del indice de peso ventricular, con respecto al lote
control. Este efecto puede ser atribuido a la inhibicion inadecuada de la enzima
convertidora de angiotensina Il. Por otro lado, cabe mencionar que el Captopril
‘produce un aumento en la concentracién de K+ en sangre, que estimula la
liberacion de altos niveles de aldosterona y sus efectos perjudiciales como la

induccion de hipertrofia y fibrosis miocardica.35
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Con respecto a las ratas SHR con Captopril, podemos observar que el farmaco
promueve a una disminucion significativa del indice de peso ventricular en
comparacion con las ratas SHR sin tratamiento, con lo que podemos' sugerir que
es una indicacién de que este farmaco ejerce una accion de revertir la hipertrofia

ventricular, debido a la inhibicion de la angiotensina Il. 15.26

9.3 REMODELADO VENTRICULAR

En la hipertrofia ventricular izquierda participan los 3 compartimientos tisulares:
miocito, matriz extracelular y vasculatura. Complejas interacciones entre estos
compartimentos modulan la fisiologia del miocardio. De esta forma los
mediadores producidos localmente como la angiotensina Il y la aldosterona
pueden actuar en forma autécrina o paracrina para informar a las células vecinas
acerca de las condiciones locales y modificar eventos bioquimicos que manifiesten
¢ambios en la estructura y funciéon del corazon, lo que se llama remodelado

hipertensivo y que nosotros evaluamos a través de la medicion del diametro

longitudinal y transversal del miocardio. 10,16
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Célula miocardica

Penmisio

Vaso intramiocardico

Fig.9-1 Organizacion de la matriz colagena extracelular del miocardio
Miniatlas de Cardiologia. Luis Raul Lepori. Hambrea Cohen

Para el caso de las ratas SHR, podemos observar que el remodelado ocurre en
forma transversal por el incremento del didmetro del miocardio, lo cual no ocurre
en forma longitudinal manteniéndose sin cambios con respecto al lote F1. Esto se
debe al reacomodo de los componentes del miocardio para compensar los efectos
de la hipertension arterial, en la sobrecarga cardiaca, en donde los miocitos
aumentan considerablemente de diametro y varian de tamario, sin que aumente el
nimero de éstos; desencadenado asi una fibrosis intersticial, debido al estimulo
-de la angiotensina II sobre los fibroblastos para incrementar la sintesis de

precursores de las moléculas de coligena, ademds de la disminucion de la

degradacién de la misma.6-8
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En el caso de las ratas F1 con Captopril, podemos observar que la remodelacion se
lleva a cabo con disminuciéon considerable del diametro longitudinal y no del
transversal; esto debido al adelgazamiento y perdida de miocitos como efecto de
las altas concentraciones de aldosterona producidas por la administracion de
Captopril en un lote normotenso; lo cual desencadena en los miocitos presentes

aun activos un incremento de su tamafo para compensar el trabajo cardiaco,

como se observa en las graficas correspondientes. 18:35

Respecto a las ratas SHR con Captopril, hotamos una atenuacién de la hipertrofia
ventricular izquierda, debido a que los diametros en ambas mediciones
longitudinal y transversal del miocardio, fienden a disminuir en comparacion a lo
que se tiene en las ratas F1 y las ratas SHR; sin que se acompaie de la
restauracion de la arquitectura miocardica ventricular, evidente por incremento en

el diametro de los miocitos, ya que este tipo de dafio es irreversible, debido a los
efectos de la angiotensina 1.'8 Las alteraciones manifestadas en el intersticio es

uno de los mayores determinantes de la hipertrofia ventricular izquierda, debido a
que la matriz colagena es el mayor soporte de la estructura del miocardio, ya que

garantiza su integridad, manteniendo la alineaciéon y forma de los miocitos

durante el ciclo cardiaco para mantener sus propiedades mecanicas.2>

Tanto ef SRAA circulante como el local estan involucrados en la remodelacion del
compartimiento no miocitico, provocando la apariciéon de depésitos de colageno,
disrupcion de la matriz coldgena, activacion de colagenasa, deslizamiento y

elongacién de miocitos, hipertrofia y apoptosis; mediados principalmente por
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angiotensina IlI; la cual por su accién directa sobre los fibroblastos es un factor
causal en el desarrollo de la fibrosis, a través de receptores AT:, que median una
respuesta mitogénica aumentando la sintesis de proteinas e induce la expresion
de genes de matriz extracelular. La angiotensina Il en combinacién con otros

factores de crecimiento influye también en la produccion de matriz extracelular
por los fibroblastos, sobre todo de colageno y fibronectina. 418 La fibrosis puede

ser reparativa por perdida de miocitos, pero aun y asi esta reduce la fuerza

generada por lo miocitos y va a causar atrofia progresiva de las células cardiacas.

Angiotensina |
*E(A .
,,_,---—"'"_" Angiotensina Il
_r’./
Factores de
| Fibroblastos —cicocoe—dp F(F —p crecimiento —> FIBRGSIS

\\ AN
07

Fig.9-2 Papel de la angiotensina Il y de su receptor especifico (AT:) en la produccion de fibrosis..

FCF= Factor de crecimiento de fibroblastos. '8
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La angiotensina |l modula también la expresion de proto-oncogenes que
participan en fenémenos de diferenciacion y proliferacion de diversos tipos
celulares tales como Células Endoteliales, Células Vasculares de Musculatura Lisa
y macréfagos.!9: 20,22 Por |o anterior, es que en la evaluacién cualitativa se tomé

en cuenta el porcentaje presente en cada lote de las siguientes alteraciones como
indicadores del dafio en el miocardio, ya que influyen de sobre manera en la

funcion del corazén.

1. Ondulacion de fibras.

2. Desconexion de las células a nivel disco intercalar.
3. Desnaturalizacion de miofibrillas.

4. Células polimorfonucleares.

5. Macréfagos.

6. Fibroblastos y fibras de colagena.
7. Edema.
8

. Células Endoteliales.

Cabe mencionar que la presencia de células polimorfonucleares, macréfagos,
fibroblastos y Células Endoteliales son normales con un valor bajo de porcentaje
en su expresion, como era de esperarse en el lote de la rata F1. Comparando con
los demas lotes, observamos que para el caso de la ratas SHR, se encuentra un
dafio mas severo que en los lotes restantes, debido a que su funcién

cardiovascular alterada manifestd6 un porcentaje elevado en los cambios
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estructurales que en relacion con los demas parametros analizados en este

estudio, se puede decir que son propios de la hipertensién arterial. 18,30

Para las ratas F1 con captopril, se nota el efecto de la inhibicion inadecuada de la

ECA por el farmaco, debido a que se produce una alta liberaciéon de aldosterona

manifestando un incremento significativo de sus cambios estructurales.33

Para las ratas SHR con Captopril, se observa el efecto cardioprotector del farmaco,
por la atenuaciéon de la HVI con el control de la mayoria de las anormalidades
estructurales; sin embargo aunque se observan mejorias en el control de la masa

ventricular y del grosor parietal, no siempre se acompana de la restauracién de la

arquitectura miocardica ventricular. '8

9.4 CAPTOPRIL

En general, tomando en cuenta nuestros resultados, se determina que cuando el
miocardio se hipertrofia los miocitos aumentan considerablemente de tamaiio y
las células intersticiales que contienen colagena aumentan en menor grado
mediante el fenémeno de hiperplasia, esto es mediante el incremento del nimero

de células. 21.27

Por otro lado la colagena contenida en el miocardio ventricular aumenta debido a
la sobrecarga de presion, causando inicialmente una fibrosis reactiva con aumento

del tejido conectivo intersticial y disfuncién de los sistemas enzimaticos, lo que
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provoca cambios estructurales graves en el miocito con la consecuente

destruccion y reemplazo por fibras de colagena.

Con la administracion de Captopril a la dosis de 3mg/kg durante 4 semanas, los
resultados obtenidos muestran el descenso de la presién arterial, con atenuacion
de la hipertrofia ventricular izquierda, pero con persistencia de la fibrosis. De esta
manera podemos notar el efecto cardioprotector del Captopril al inhibir la sintesis
de angiotensina Il; tomando en cuenta que el dafio al miocito es irreversible, por
tanto la rigidez normal para una buena contraccion del musculo cardiaco no se

recupera después del dafio de la hipertrofia.
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10.0 CONCLUSION

e la disfuncion cardiaca de las ratas SHR, no llega a establecer Insuficiencia

Cardiaca.

o El efecto hipotensor del Captopril fue significativo en la rata SHR, mientras

que la contraccion del ventriculo izquierdo disminuye con el tratamiento.

o El Captopril atenta el crecimiento de la masa ventricular en la rata SHR, lo

cual fue determinado por la reversion del indice de peso ventricular.

e En las ratas SHR la remodelacién ventricular es cortrolada por el Captopril,
debido a que mantiene el grosor de la pared ventricular, pero sin revertir el

dafio en la arquitectura del miocito.

e El Captopril desencadena alteraciones sobre el musculo cardiaco propias de

la hipertrofia en ratas F1 (control de rata SHR).

» El efecto del Captopril en la rata SHR atenud la rigidez del musculo cardiaco

por la inhibicion de la proliferacién de tejido conectivo.
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Por lo que sugerimos:

- Que ante cualquier tratamiento con inhibidores de la ECA u otros, se debe

tener conciencia del tipo y uso del farmaco.

- Es necesario continuar este trabajo, pero a tiempos mas prolongados y con
ratas SHR mas viejas con la finalidad de obtener el desarrollo de la
Insuficiencia Cardiaca posterior a la hipertension arterial y asi estimar los

efectos cardioprotectores del Captopril en esta disfuncién cardiaca.

- Seria importante que lo anterior se correlacione con la cuantificacion de los
niveles plasmaticos de angiotensina Il y aldosterona, para determinar la

relacion de estos péptidos versus Insuficiencia Cardiaca.

Karla Yuritzi Martinez Veldzquez 73
Santa Yasmin Rodriguez Utrilla



11. 0 REFERENCIAS

11.0 REFERENCIAS

I. Bendall JK, Cave AC, Heymes C, Gall N, Shah AM .Pivotal role gp91rho —
containig NADH oxidase in angiotensina Il - induced cardiac hypertrophy in

mice. Circulation 2002; 105: 293-96.

2. Brilla CG, Maisch B. Regulation of the structural remodelling of the
myocadium: from hypertrophy to heart failure. Eur Heart ] 1994; 15 (suppl

D: 45-52.

3. Bastein N, Servant M, Gutkowska J, Meloche S and Lambert C. Dowregulation
of cardiac AT -receptor expression and angiotensin Il concentrations after
long-term blockade of renin-angiotensin system in cardiomyophatic

hamsters. ] Cardivasc Pharmacol 1999; 34: 402-410.

4. Costanzo LS. Fisiologia. McGraw-Hill Interamérica. México. 1999. 110-1176

5. "Dr. Cosme Argerich" Buenos Aires, Argentina. Hipertrofia ventricular
izquierda y su regresién en la hipertension arterial Dr. Alberto S. Villamil.
Jefe Seccion Hipertensién Arterial, Division Cardiologia Hospital"Dr. Cosme

Argerich™ y del Instituto Cardiovascular de Buenos Aires. Buenos Aires,

Karla Yuntzi Martinez Veldzquez 74
Santa Yasmin Rodriguez Utrilla



11. 0 REFERENCIAS

Argentina. Dra. Judith Zilberman Médica de la Seccion Hipertension Arterial

Divisién Cardiologia, Hospital

http://pcve.sminter.com.ar/cvirtual/cvirtesp/cientesp/htesp /htm0910c/cvill

ami.htm

6. Dr. jJoaquin Sellén Crombet, Dra. lliana Cabrera Rojo, Dr. Lazaro Diaz Pérez,
Dr. Gerardo Gallardo Montes de Oca y Dr. Martin Sueiro Sanchez Regresion
de hipertrofia ventricular izquierda con inhibidores de la enzima de

conversién de angiotensina, Rev Cubana Invest Biomed 15(1).
http:/ /www.infomed.sld.cu/revistas/ibi/vol15_1_96/ibi03196.htm

7. Dr. José L. Ruiz Labrada, Dr. Carlos Rodriguez Ibarra, Dra. Iraida Gonzalez
Martinez, Dr. Julio Antonio Mateo Arce y Dr. Félix M. Rivero Lopez
Evaluacion del Captopril en la fase precoz del Infarto Miocardico Agudo,

Revista Cubana de Medicina Intensiva y Emergencias.
http:/ /www.infomed.sld.cu/revistas /mie/vol2_2_03/mie02104.htm

8. Eduardo F. Farias. Hipertension arterial, hipertrofia ventricular izquierda y
funcion ventricular. Seccion de Hipertensiéon Arterial. Instituto de

Cardiologia de Corrientes Argentina.

Karla Yunitzi Martinez Velizquez 75
Santa Yasmin Rodriguez Utrilla



11. 0 REFERENCIAS

9. Esposito G, Prasad SVN, Rapacciuolo A, Mao L, Koch WJ, Rockman HA

Cardiac overexpression of a Gq inhibitor blocks induction of extracellular
signal-regulates kinase and c-jun NHax-terminal kinase activity in In Vivo

pressure overload. Circulation 2001; 103:1453-1458.

10. Finn Geneser,. Histologia. 3* edicion. Editorial Medica Panamericana. Madrid
Espafia. 2002. 19-24; 32-35; 299; 377; 391-395

11. Flérez, J. Farmacologia Humana. 3* edicién. Masson, S.A. Barcelona. 1998.
343-347

12. Gaballa MA, Coldman S. Ventricular remodeling in heart failure. J Card Fail
2002 Dec;8(6 Suppl):S476-85.

13. Ganong, W. F. Fisiologia Medica. 18a ediciéon. El Manual Moderno, México.
2002. 495-500, 595-681

14. Gervais M, Fornes P, Richer C, Nisato D, Giudicelli JF. Effects of angiotensin Il
AT -receptor blockade on coronary dynamics, function, and structure in
postischemic heart failure in rats. J Cardiovasc Pharmacol 2000;36:329-337.

15. Giilian Strube, G. S. Inhibidores de la ECA en la hipertension. J.R. Prous
Editores. Espana. 1993. 4-10; 47-63

Karla Yuritzi Martinez Velizquez 76

Santa Yasmin Rodriguez Utrilla



11. 0 REFERENCIAS

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Ginzton LE, Conant R, Rodriguez DM, Laks MM. Functional significance of
hypertrophy of the noninfarcted myocardium after myocardial infarction in

humans. Circulation 1989; 80: 816- 822.

Goodma & Gilman. Las Bases Farmacologicas de la Terapéutica. 9* edicion.

McGraw-Hill Interamericana. México. 1996.

Gutiérrez V1. Mecanismos fisiopatogénicos de la falla cardiaca cronica. Rev.

Hosp. Gral. Dr. M. Gea Gonzalez, 2001; Voi. 4: 75-95.

Isauro Gutiérrez Vazquez, Arturo Dominguez Maza .Mecanismos
fisiopatogénicos de la falla cardiaca cronica; Rev.Hosp.. Gral Dr. M Gea

Gonzalez; Vol. 4, No. 3; Septiembre 2001.

Isnar R, Komajda M. Physiopathologies et anatomopathologie de
I”insuffisance cardiaque. Encycl Méd Chir (Elsevier, Paris), Cardiologie-

Angéiologie; 11-0356—G-10, 1996

Jalili T, Takeishi Y and Walsh A. Signal transduction during cardiac

hypertrophy: the role of Gag, PLC Bl, and PKC. Cardiovasc Res 1999; 44:5-9.

Jhonston CF, Fabris B, Yoshida K. The cardiac renin-angiotensin system in

heart failure. Am Heart ] 126: 756-760, 1993.

Karla Yunitzi Martinez Veldzquez 77
Santa Yasmin Rodriguez Utrilla



11. 0 REFERENCIAS

23. Jugdutt Bl. Nitrates and left ventricular remodeling. Am ] Cardiol 1998;

81(1A): 57A - 67A.

24. Junqueira, L.C. Histologia basica. 5% edicion. MASSON. Barcelona, Espafa.

2001. 1-7; 196-203.

25. Kalant, Principios de Farmacologia Médica. 6* Edicion. Oxford. México.

2002.

26. Kalkman, Peter van Haren Pramod R. Saxena and Regien G. Schoemaker.
Early Captopril prevents myocardial infarction-induced hypertrophy but
not angiogénesis; European Journal of Pharmacology, volumen 369, Issue 3,.

26 March 1999, pages 339=348. Ed AJJ.

27. Kaprielian RR, Severs NJ Dystrophin and the cardiomyocite membrane
cytoskeleton in the healthy and failing Herat. Heart Failure Rev 2000; 5:

221-238.

28. Kim S, Yoshiyama M, Izumi Y, Kawano H, Kimoto M, Zhan Y, iwao H. Effects
of combination of ACE inhibitor and angiotensin receptor blocker on cardiac
remodeling, cardiac function, and survival in rat heart failure. Circulation

2001;103:148-154.

Karla Yuritzi Martinez Velizquez 78
Sunta Yasmin Rodriguez Utrilla



11. 0 REFERENCIAS

29. Luisa A. Martinez and Rafael Villalobos Molina. Early and chronic Captopril

30.

or Losartan therapy reduces infarct size and avords congestive Herat failure
after myocardial infarction in rats; Achives of Medical Reaearch, Volumen

34, Issue 5, September-Octuber 2003, pages 357-361.

MacCarthy PA, Shah AM. Imparied endothelium-dependent regulation of

ventricular relaxation in pressure-overload cardiac hypertrophy. Circulation

2000; 101,

31. Michael H. Ross. Histologia, Texto y Atlas Color. 3? Edicion. Editorial, Medica
Panamericana. México.2001. 1-5; 10-13; 255

32. Opie, Leonel. The Heart Physiology, from Cell to Circulation. 3a Edicion.
Lippincott-Raven. Philadelphia. 1997.

33. Robbins. Patologia Estructural y Funcional. 6* Edicion. MC Graw-Hill
Interamericana. México. 2000. 571-577

34. Stawowy P, Blaschke F, Pfautsch P, Goetze S, et al. Increased myocardial
expresion of osteopontin in patients with advanced Herat failure. Eur J Heart
Fail 2001; 4:139-146.

Karla Yuritzi Martinez Veldzquez 79

Santa Yasmin Rodriguez Vtnilla



11. 0 REFERENCIAS

35.

36.

37.

38.

Struthers AD. Aldosterone in Chronic Herat failure: have we forgotten it?. In
Heart Failure in Clinical Practice, Edited by John JV McMurray and John GF

Cleland, London, 1996.

Webwer JR; Left ventricular hypertrophy. Its prime importance as a

controllable risk factor. Am Heart) 1988; 116; 272-279

Wilke A, Funck R, Rupp H, Brilla CG. Effect of the renin-angiotensin-
aldosterone system on the cardiac interstitium in heart failure. Basic Res

Cardiol 1996; 91: (Suppl 2): 79-84.

DeFelice A, Frering R and Horan P. Time corse of hemodynamic changes in
rats with healed severe myocardial infarction. Am J Physiol 1989; 257:H289-

H296.

Karla Yuritzi Martinez Veldzquez 80
Santa Yasmin Rodriguez Utnilla



ANEXO “A”

ANEXO “A”
DIAGRAMA DE LA METODOLOGIA

DISTRIBUCION DE

OTES

[

LOTE 1 LOTE 2 LOTE 3 LOTE 4
Rata Fl Rata SHR Rata F1/ Captopril SHR/Captopril

DOSIFICACION DE Y ADMINISTRACION
DEL CAPTOPRIL PARA LOS LOTES — | ® 3mg/Kgviaonl
CORRESPONDIENTES e Peso corporal

ESTUDIO HEMODINAMICO (DESPUES DE : ‘;‘;‘xﬁ‘i‘; or
CUATRO SEMANAS DE TRATAMIENTO). Sl
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OBTENCION DE LOS VENTRICULOS DEL
CORAZON

Perfusion cardiaca
Diseccion de ventriculos
Pesar ventriculos
Fijacion

PROCESO HISTOLOGICO

la Yunizi Martines Velazques
v s Rodrigues -Otrifla

o Cortes transversales y longitudinales de
los ventriculos.

e Deshidratact6n.

¢ Inclusi6n en parafina.

o Cortes de los bloques de parafina.

e Tincién de HE

» Mediciones transversales y longitudinales
del miocérdio.

e Mediciones del ancho del miocito.

e  Anilisis morfol6gico.
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2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

10)

1)

12)

13)

14)

15)

16)

17)

18)

ANEXO “B”
TINCION DE HEMATOXILINA - EOSINA

Colocar las camaras de tincion en una base firme con el reactivo indicado para pasar las

laminillas a las diferentes sustancias.

Camara con xileno al 100% por 10 minutos para desparafinacion.
Camara con alcohol absoluto por 2 minutos.

Camara con alcohol al 96% por 2 minutos.

Camara con alcohol 80% por 2 minutos.

Camara con alcohol 70% por 2 minutos.

Camara con alcohol 60% por 2 minutos para hidratar el tejido.
Camara con agua destilada de 3 a 5 minutos.

Camara de Hematoxilina de Harris por 10 minutos.

Camara con agua de grifo de 3 a 5 minutos para retirar el colorante.
Observar al microscopio para ver la tonalidad de la muestra.

Camara con solucién de alcohol acido al 70% por algunos segundos para desteiir si es

necesario.

Camara con agua de grifo de 3 a 5 minutos.

Dejar reposar la laminilla durante 3 minutos.

Checar en el microscopio que tenga una buena coloracion la laminilla.
Camara con Eosina alcohdlica al 80% de 3 a 5 minutos.

Camara con EtOH al 96% por 60 segundos.

Camara con EtOH absoluto de 12 a 30 minutos para la deshidratacion del tejido.
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19) Camara con Xileno al 100% por 15 minutos para aclarar el tejido.

20) Sacar de Xileno la laminilla, secando con una gasa sélo las orillas, no permitiendo que se

seque el Xilol de la muestra, y agregarle una gota de resina y cubrirla con el cubreobjetos.

21) Finalmente se observa en el microscopio Gptico, para su analisis y evaluacién apropiados.
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ANEXO “C”
TRATMIENTO Y ESTADISTICA DESCROTIVA DE LOS DATOS DE LA PARTE
EXPERIMENTAL
a) Resultados de Hemodinamia
F1-1 287.5 310.2 65 70 2
F1-2 235.2 314 84 91 3
F1-3 237.8 326 86 96 4
Fl1-4 264.2 352 86.83 95.16 1
Media 2457333 330.6667 85.61 94.0533 2.6666
Error estandar 9.2637 11.2150 0.8399 1.5458 0.8819
Desviacion estandar 16.0453 19.4250 1.4547 26774 1.5275
Varianza de la muestra 257.4533 377.3333 2.1163 7.1685 2.3333
SHR 1 264.8 361 153.8 156.4 5
SHR 2 270 300.25 81.75 135 4
SHR 3 260 307.2 134.7 140.7 5
SHR 4 229.2 335.667 113 143 3
SHR 5 221.5 367.5 117.67 135 4
SHR 6 256 346 121 136 6
SHR 7 317.1 341 114 146 3
Media 258.9666 332.9361 113.6866 139.2833 4.1666
Error estandar 13.9055 10.2770 7.1447 1.9009 0.4772
Desviacion estandar 34.0613 25.1735 17.5010 46563 1.1690

Varianza de la muestra  1160.1786 633.7081 306.2864 21.6816 1.3666
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F1-1 330.6 339 78 91 2

F1-2 322.7 386 84 85 1.6

F1-3 357.7 350 90 78 2

F1-4 321.5 352 56 78 2

F1-5 281.6 298 56 65
Media 320.875 346.5 715 76.5 1.65
Error estandar 15.5518 18.1544 9.0323 41733 0.2362
Desviacién estandar 31.1037 36.3088 18.0646 8.3466 0.4725
Varianza de la muestra 967.4425 1318.3333 326.3333 69.6666 0.2233

SHR 1 262 330 100 109 1.2

SHR 2 267 286 91 93 6.6

SHR 3 243 320 95 98 4

SHR 4 293 340 111 115 5

SHR 5 260 290 702 108 3

SHR 6 294 300 90 98 6
Media 271.4 307.2 97.8 102.4 4.92
Error estdndar 9.8315 10.0915 3.9166 3.9824 0.6529
Desviacién estandar 21.9840 22.5654 8.7578 8.9050 1.4601
Varianza de la muestra 483.3 509.2 76.7 79.3 2.132

Pruebas de Hipotesis:

Ho: pioter = pote2

Ha: pioter > piotez < JoTed
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Estadistico t -3.2793327 -9.04139832, -2.42440
P(T<=t) una cola 0.00476972 4.1117E-06] 0.01916633|
Valor critico de t (una

cola) 1.83311386) 1.83311386] 1.83311

Sea a= 0.05. Los valores criticos de t son +/- 1.8331.

Para la comparacion entre las media del lote 1 con el lote 2, de los datos de PA media, PS

ventricular y PD ventricular se rechaza la Ho. Concluyendo que la pore y es significativamente

menor a la pomwa.

Estadistico t 0.82639878| 0.82639878 1.1860655
P(T<=t) una cola 0.21791836| 0.21791836 0.13714455
Vailor critico de t (una

cola) 1.89457751 1.89457751 1.89457751

Sea a= 0.05. Los valores criticos de t son +/- 1.8945

Para la comparacion entre las media del lote 1 con el lote 3, de los datos de PA media, PS

ventricular y PD ventricular se acepta la Ho. Concluyendo que la more1 es igual a la pores.

Estadistico t -3.08266073| -2.392423 -1.57555144
P(T<=t) una cola 0.00752803| 0.02184512, 0.07688908,
Valor critico de t (una

cola) 1.85954832 1.85954832) 1.85954832

ANEXO “C”

Sea o= 0.05. Los valores criticos de t son +/- 1.8595
Para la comparacién entre las media del lote 1 con el lote 4, de los datos de PA media y PS
ventricular se rechaza la Ho; concluyendo que la pore y es significativamente menor 8 ote 4 - Pero

en el caso de PD ventricular se acepta Ho, concluyendo que no hay diferencia alguna.



ANEXO “C”

Estadistico t 2.23198094 8.5345804 -0.0162433
P(T<=t) una cola 0.0236809f 1.7566E-06 0.49366557
Valor critico de t (una

cola) 1.79588369 1.79588369 1.79588369

Sea a= 0.05. Los valores criticos de t son +/- 1.7958
Para la comparacion entre las media del lote 2 con el lote 4, de los datos de PA media y PS
ventricular se rechaza la Ho. Pero en el caso de PD ventricular se acepta Ho, concluyendo que la

jote 2 es significativamente mayor a wore 4 - Pero en el caso de PD ventricular no hay diferencia

alguna.

Estadistico t ' -3.4543401 -4.41705725 -2.800795
P(T<=t) una cola 0.00361252 0.00083916 0.010342
Valor critico de t (una

cola) 1.83311386 1.83311386; 1.83311386

Sea o= 0.05. Los valores criticos de t son +/- 1.8331
Para la comparacion entre las media del lote 3 con el lote 4, de los datos de PA media, PS
ventricular y PD ventricular se rechaza la Ho. Concluyendo que la pore 3 es significativamente

menor a la poreas.
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b) Resultados de indice de Corazén

F1-1
F1-2 235.2 0.8714 3.7
F1-3 237.8 0.9773 4.1
F1-4 264.2 0.9 3.4
Media 3.7333
Error estandar 0.2027
Desviacién estandar 0.3511
Varianza de la muestra 0.1233

SHR 1 264.8 1.2108 4.57
SHR 2 270 1.5573 5.76
SHR 3 260 1.1716 4.5
SHR 4 229.2 1.0065 4.39
SHR 5 221.5 1.0355 4.66
SHR 6 256 1.39 5.42
SHR 7 317.1 1.374 4.33

Media 4.84333333

Error estandar 0.24449494

Desviacién estandar 0.59888786

Varianza de la muestra  0.35866667
F1-1 330.6 1.5834 4.78
F1-2 322.7 1.4057 4.35
F1-3 357.7 1.4506 4.05
F1-4 321.5 1.4281 4.44
F1-5 281.6 1.254 4.45

Media 4.3225

Error estandar 0.09357484

Desviacién estandar 0.18714967

Varianza de la muestra 0.035025

Karla Yuritzi Martines 1ehi
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SHR 1 262 1.3229 5.04
SHR 2 267 1.1692 4.37
SHR 3 243 1.0402 4.28
SHR 4 293 1.1036 3.76
SHR 5 260 1.1404 4.38
SHR 6 294 1.0978 3.73

Media 4.104

Error estandar 0.14766855

Desviacién estandar 0.33019691

Varianza de la muestra 0.10903

Pruebas de Hipotesis

Estadistico t

-3.77431101| -3.80900748-2.24408151

1.8660193 0.63608934;

P(T<=t) una cola

0.00219362] 0.00331824] 0.02753679

0.044454190.27027736

Valor critico de t (una cola)

1.83311386] 1.89457751| 1.85954832

1.79588369 1.83311386

Sea a= 0.05

Para la comparacién entre las media del lote 1 con el lote 2, de los datos del indice de Corazén se

rechaza la Ho. Concluyendo que la pore ) es significativamente menor a la pore 2.

Para la comparacion entre las media del lote 1 con el lote 3, de los datos del [ndice de Corazén se

rechaza la Ho. Concluyendo que la o1 es significativamente menor a 1a ores.

Para la comparacién entre las media del lote 1 con el lote 4, de los datos del indice de Corazén se

rechaza la Ho. Concluyendo que la wore 1 s significativamente menor a 1a porea.

Para la comparacion entre las media del lote 2 con el lote 4, de los datos del indice de Corazén se

rechaza la Ho. Concluyendo que la wore2 es significativamente mayor a |a morea.
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Para la comparacion entre las media del lote 3 con el lote 4, de los datos del indice de Corazén se

acepta la Ho. Concluyendo que no existe diferencia alguna entre lotes.

©) Resultados de estudio histolégico

288.3375| 282.2875/0.58333333 283.8

315.778571(0.90922619

5.35145183|8.16159609/0.009713594.96944497|

6.1377656/0.01208711

26.2166527(39.98349180.0475866932.2056842

39.7772673|0.07833342

687.31288]1598.67962/0.00226449| 1037.2061

1582.23099/0.00613612

262.083871|285.769355(0.905241941259.279167

254.329167|0.82986111

4.79627229(8.76057538/0.02261302(2.02419725

3.76438899/0.01184052

26.7045139(48.7768194/0.12590399/12.1451835

22.586334|0.07104311

713.131065|2379.17811/0.01585181]|147.505482

510.1 42482|0.005047] 2

LONG = Corte Longitudinal
TRANS = Corte Transversal

Pruebas de Hipotesis:

Estadistico t 0.5940288, -3.26000888 -21

0165094

P(T<=t) una cola 0.2773271 0.00090575 9.9522E-31

Valor critico de t (una

cola) 1.66980499 1.66980499 1.66980499

Sea o= 0.05. Los valores criticos de t son +/- 1.6698

Para la comparacién entre las media del lote 1 con el lote 2, de los datos de las mediciones del

corte longitudinal obtenemos que no hay diferencia alguna. Pero para el caso del corte transversal

y el tamano de la célula cardiaca, rechaza la Ho; concluyendo que la plove1 es significativamente

menor a la wore2.

Karfa Yuritzi Martine: Uelizques
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Estadistico t

P(T<=t) una cola
Valor critico de t (una
cola)

3.7624794 -0.266697 -13.0798517
0.00021771 0.395388, 2.4692E-16,
1.67528469 1.67528469 1.67528469

Sea a= 0.05. Los valores criticos de t son +/- 1.6752

Para la comparacién entre las media del lote 1 con el lote 3, de los datos de las mediciones del
corte transversal obtenemos que no hay diferencia alguna. Pero para el caso del corte longitudinal
y el tamaio de la célula cardiaca, rechaza la Ho; concluyendo que l1a pore 1 es significativamente

menor a la pore 3.

Estadistico t 6.09021309 3.6105830 -16.097059:
P(T<=t) una cola 5.419E-08 0.00032669 2.3104E-23
Valor critico de t (una

cola) 1.6725221| - 1.6725221 1.6725221

Sea a= 0.05. Los valores criticos de t son +/- 1.6725

Para la comparacién entre las media del lote 1 con el lote 4, de los datos de las mediciones de los
cortes longitudinal y transversal obtenemos que la piore1 es significativamente mayor a la pores.
Pero para el caso del tamaifo de la célula cardiaca, rechaza la Ho; concluyendo que la pore: es

significativamente menor a la porea.

CELULS

Estadistico t 4.63980817 8.43245056; 4.79246641
P(T<=t) una cola 7.3674E-06) 9.8434E-13| 4.1413E-06
Valor critico de t (una

cola) 1.66570771 1.66570771 1.66570771

‘Sea a= 0.05. Los valores criticos de t son +/- 1.6657

Para la comparacién entre las media del lote 2 con el lote 4, de los datos de las mediciones de los
cortes, asi como en el tamano de la célula rechaza la Ho; concluyendo que la o 2 es
significativamente mayor a la pore 4. N

Ryl Yuritzi Martines Veldzquez
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Estadistico t 0.9764465; 3.55664648 3.28454233
P(T<=t) una cola 0.1662889 0.0003597 0.00083525
Valor critico de t (una

cola) 1.669402 1.66940254 1.66940254|

Sea o= 0.05. Los valores criticos de t son +/- 1.6694

Para la comparacién entre las media del lote 3 con el lote 4, de los datos de las mediciones del
corte longitudinal obtenemos que no hay diferencia alguna. Pero para el caso del corte transversal
y el tamafio de la célula cardiaca, rechaza la Ho; concluyendo que la pore 3 es significativamente

mayor a la pore 4.
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