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RESUMEN.

El infarto agudo al miocardio (IAM) es una de las principales causas de muerte en el
pais, ocasionado principalmente por una oclusién en las arterias coronarias y una
falta de irrigacion sanguinea del corazén, provocando una alteracion primordialmente
en la zona apical del ventriculo izquierdo. Para estudiar esta patologia el grupo de la
Doctora Chagoya caracterizé un modelo de infarto inducido con Isoproterenol (Iso)
que es un analogo de la epinefrina. En dicho modelo se provoca una isquemia
funcional y con ello muerte celular, acompafiada de eventos fisioldgicos, bioquimicos
e histolégicos. Esta investigacion dividio a la patologia en preinfarto de cero a 12 h
después de la administracion de Iso, infarto de 12-24 h, y postinfarto de 24-96 h.
Estudios previos en el laboratorio demostraron que en la etapa de postinfarto se
observa un aumento tanto en el transcrito como en la proteina de colagena |, que es
la principal proteina profibrogénica, ademas se evaluo el efecto de un derivado de
adenosina (IFC-305) sobre la expresion del gen Collal, asi como de su correpresor
Pparg, observandose que recuperan los niveles normales. Por lo anterior decidimos
investigar el efecto del IFC-305 sobre estas proteinas, ya que estan involucradas en
la etapa de remodelacién cardiaca. Las ratas Wistar fueron tratadas con
Isoproterenol via subcutanea entre las 8 y 9 h del dia, para inducir infarto, una hora
después se les administréo IFC-305 via intraperitoneal. Para validar el modelo se
midié la actividad enzimatica de lactato deshidrogenasa (LDH) y creatincinasa
fracciéon MB (CK-MB) obteniendo suero las 12 h posterior a la administracion con Iso
(etapa de infarto). También se hicieron estudios histopatoldégicos de cortes
transversales de corazones de rata en la etapa de remodelacion cardiaca tehidas
con tricromica de Masson. Para evaluar los niveles de proteinas, después del infarto,
a las ratas se les traté con IFC-305 subsecuentemente cada 24 h durante 4 dias,
posteriormente se recuperd el corazon y se preservo zona apical del ventriculo
izquierdo del cual se extrajeron proteinas para realizar Western Blot. EI modelo
experimental analizado a lo largo del trabajo fueron ratas a las cuales se les indujo el
infarto con Iso y ratas infartadas tratadas con el compuesto IFC-305. Se encontré
que la actividad de LDH aumentd, ademas de que histopatologicamente los cortes
presentan fibrosis y una diminucion del 50% del area infartada tras ser tratadas con
IFC-305. Por otro lado se encontré que el IFC-305 disminuye los niveles de colagena
I, observandose una relacion inversa con de la proteina PPAR-y, lo que nos permite
proponer que el IFC-305 posee propiedades cardioprotectoras y antifibroticas en el
corazon.
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1. INTRODUCCION.

1.1. LOCALIZACION ANATOMICA.

El corazén late unas 100,000 veces por dia, lo que suma 35 millones de latidos por
un afio y 2500 millones de veces en toda la vida. El lado izquierdo del corazén
bombea sangre hacia unos 120,000 km de vasos sanguineos, que es el equivalente
a viajar 3 veces alrededor del mundo (Tortora, 2015).

Ademas de ser el principal érgano del sistema cardiovascular, el corazén mide
alrededor de 12 cm de largo, 9 cm en su punto mas ancho y 6 cm de espesor, este
se apoya en el diafragma cerca de la linea media de la cavidad toracica y se
encuentra en el mediastino (Figura 1), una masa de tejido que se extiende desde el
esternon hasta la columna vertebral (Silverthom, 2009).

Figura 1. Localizacion anatomica. El corazon se encuentra en el mediastino, con las dos terceras
partes de su masa a la izquierda de la linea media (Tortora, 2015).

1.2 MORFOLOGIA.

1.2.1 Camaras cardiacas y vascularizacion.
El corazéon posee cuatro camaras. Las camaras superiores son las auriculas (atrios)
y los dos inferiores ventriculos (Silverthom, 2009).
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La auricula derecha (atrio derecho) recibe sangre de tres venas: la vena cava
superior, la vena cava inferior y el seno coronario. La auricula izquierda forma la
mayor parte del corazon, recibe sangre proveniente de los pulmones por medio de
cuatro venas pulmonares (Figura 2)(Tortora, 2015). Las auriculas se hallan divididas
por un tabique interauricular; asi mismo el tabique que separa ambos ventriculos se
denomina interventricular (Silverthom, 2009).

Figura 2. Esquema de las camaras cardiacas. El corazon posee cuatro camaras, dos auriculas y
dos ventriculos, la auricula y ventriculo derecho estan divididos por una valvula denominada
tricuspide, la auricula y ventriculo izquierdo estan divididos por la valvula mitral (Devlin, 2000).

El corazon posee arterias que se situan alrededor de él, denominadas arterias
coronarias que son las encargadas de llevar sangre oxigenada al corazén, también
posee venas coronarias que tienen la funcion contraria (Gerhard Thews, 1983). El
corazon posee 2 principales arterias que lo rodean una en posicion izquierda y otra a
la derecha (Figura 3) (Silverthom, 2009).
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Figura 3. Esquema de las arterias coronarias. Las arterias coronarias que inervan el corazon,
provienen de la arteria aorta de las cuales salen dos arterias tanto del lado izquierdo como del
derecho (Gerhard Thews, 1983).

1.2.2 Las valvulas cardiacas

Las valvulas situadas en los orificios que comunican las auriculas con los ventriculos
son la tricuspide y la mitral. La valvula mitral es la que divide la auricula del ventriculo
izquierdo y la valvula tricuspide es la que divide la auricula del ventriculo derecho
(Tortora, 2015).

Estas valvulas constan de un anillo que las sujeta al orificio situado entre la auricula y
el ventriculo, desde el anillo salen unas finas prolongaciones denominadas cuerdas
tendinosas que se insertan en la musculatura del ventriculo. Estas cuerdas tienen la
funcién de regular el cierre y abertura de las valvulas para permitir el paso de la
sangre hacia los ventriculos, dichas cuerdas pueden tensarse o relajarse gracias a
que estan embebidas en los musculos papilares (Figura 4)(Gerhard Thews, 1983). El
ventriculo izquierdo tiene la pared mas gruesa de las cuatro camaras y forma el
vértice o apex del corazén (Tortora, 2015).
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Figura 4. Valvulas cardiacas. Las valvulas tienen la funcién de regular el flujo de sangre, para que
haya una regulacién de abertura y cierre, para ello existen unas estructuras denominadas cuerdas
tendinosas que a su vez estan reguladas por musculos papilares (Tortora, 2015).

1.2.3 Capas de la pared cardiaca.

El corazéon se encuentra dentro de una bolsa denominada pericardio. La bolsa
pericardica tiene dos hojas: una interna sobre la superficie cardiaca y otra externa
que esta fijada a los grandes vasos que salen del corazén. La pared cardiaca se
divide en tres capas: el epicardio (capa externa), el miocardio (capa media) y el
endocardio (capa interna) (Figura 5). El epicardio estd compuesto por dos planos
tisulares el mas externo es una lamina delgada formada por mesotelio, que es la
membrana que forma el recubrimiento de todas la cavidades corporales (epitelio de
recubrimiento del corazén) (Figura5) (Tortora, 2015).

El miocardio es un tejido muscular, confiere volumen al corazén y es responsable de
la contraccion. Representa el 95% de la pared cardiaca, las fibras musculares al igual
que las del musculo estriado esquelético, estan envueltas y rodeadas por tejido
conectivo (Figura 5) (Tortora, 2015).

La capa mas interna (el endocardio) es una capa fina de endotelio que se encuentra
sobre una capa delgada de tejido conectivo, formando una pared lisa que tapiza las
camaras Yy las valvulas cardiacas (Figura 5). El endotelio minimiza la superficie de
friccion cuando la sangre pasa por el corazén (Tortora, 2015).
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Figura 5. Micrografia de corte transversal de corazén de rata tefiido con tricromica de Masson:
R.A; Region anterior, R.P; Regién posterior, V.I; Ventriculo Izquierdo, VD; Ventriculo Derecho, SE;
Subepicardio, M; Miocardio; E.C; Endocardio, M.P; Musculo Papilar, T.I; Tabique Interventricular
(Resultado sin publicar).

1.3 HISTOLOGIA DEL CORAZON.
El miocardio consta de dos compartimientos histolégicos diferentes(Tortora, 2015):

a)

b)

Compartimiento miocitico muscular: El miocito es una fibra muscular
fusiforme, y multinucleada con capacidad contractii y de la cual esta
compuesto el tejido muscular, cada fibra consta de membrana o sarcolema,
aparato contractil o miofibrillas, sistema T o tubulos transversales, sistema
tubular del reticulo sarcolplasmatico, un numero elevado de mitocondrias y
nucleo(Suarez, 1998). La unidad contractil o sarcomero esta entre dos bandas
Z. El aparato contractil de una célula consta aproximadamente 300 a 700
miofibrillas las cuales estan ordenadas paralelamente al eje longitudinal de las
fibras musculares. Cada una de ellas a su vez esta formada por los
miofilamentos de actina y miosina. Todos estos elementos le confieren la
estriacion caracteristica (Suarez, 1998).

Compartimiento intersticial no miocitico: Esta compuesto por una variedad de
componentes que integran el tejido conjuntivo, tales como fibroblastos, fibras
de colagena 'y sustancias fundamentalmente constituidas por
mucopolisacaridos (Suarez, 1998).
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1.4 INFARTO AGUDO AL MIOCARDIO.

El infarto agudo al miocardio consiste en una necrosis isquémica (necrosis
coagulativa) producida por una insuficiencia grave del flujo coronario que genera una
serie de complicaciones fisiologicas (presion arterial baja y frecuencia cardiaca alta
que resultan en una hipoxia prolongada), bioquimicas (funcién mitocondrial
disminuida, elevacion especifica de enzimas marcadoras de dafio miocardico) e
histologicas (necrosis coagulativa, presencia de fibroblastos y formacion de fibras de
colagena,) que pueden ser estudiadas de manera integrativa para poder entender
mejor esta patologia (Chagoya de Sanchez et al., 1997).

Desde el punto de vista clinico, el infarto agudo al miocardio reune todos los
requisitos para ser considerado una verdadera urgencia médica. Las manifestaciones
del infarto aparecen de manera subita, y el riesgo de muerte o complicaciones graves
a corto plazo es elevado. Ademas la eficacia del tratamiento va a depender, en gran
medida del tiempo transcurrido desde el inicio de los sintomas hasta su tratamiento.
Una técnica muy utilizada en la clinica es el electrocardiograma (ECG), la cual
consiste en un registro de la actividad eléctrica del corazén que se produce en cada
latido cardiaco, cuando ocurre un infarto ocurre una elevacion del segmento ST que
es un indicativo de disfuncion contractil y aneurisma ventricular, que permite evaluar
la viabilidad miocardica (Figura 6). Esta alteracion representa la lesion isquémica
aguda que aparece inmediatamente en el musculo cardiaco tras la interrupcion de
irrigacion sanguinea, esta elevacidén suele mantenerse durante varias horas o hasta
conseguir la recanalizacién eficaz de la arteria coronaria ocluida (Santalé Bel Miguel,
2003).

La clasificacién clinica de los diferentes tipos del infarto al miocardio es la siguiente
(Thygesen K, 2007):

e Tipo I: Infarto al miocardio espontaneo relacionado a isquemia, debido a un
evento coronario primario tal como erosion de una placa y/o rotura, fisura o
diseccion.

e Tipo ll: Infarto al miocardio secundario a isquemia debido a un incremento del
consumo de oxigeno o disminucion del aporte, por ejemplo espasmo coronario,
embolismo coronario, anemia, arritmias, hipotension e hipertension.

e Tipo lll: Muerte subita cardiaca inesperada, incluyendo paro cardiaco menudo
con sintomas sugestivos de isquemia miocardica, acompafiado de elevacion
del segmento ST debido a una oclusion por trombo fresco en una arteria
coronaria documentada por autopsia.

e Tipo IVa: Infarto al miocardio asociado a angioplastia coronaria.

e Tipo IVb: Infarto al miocardio asociado a trombosis del stent documentado por
angiografia coronaria
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e Tipo V: Infarto al miocardio asociado a cirugia de revascularizacién coronaria.

Figura 6. Representacion de electrocardiograma. Este esquema hace referencia a los principales
parametros del ECG, en donde P es la activacion auricular y QRST representa la activacion ventricular
(Hamm, 2007).

1.4.1 Prevalencia

Las enfermedades cardiovasculares han incrementado progresivamente su
presencia en el mundo, de tal modo que ha llegado a ser la primera causa de
mortalidad entre los paises de altos ingresos y los de medianos y bajos ingresos,
segun se desprende de los ultimos datos de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) (Martinez, Rios, 2014).

México sufre también los cambios epidemioldgicos actuales; las enfermedades
cardiovasculares son, en su conjunto, la primera causa de muerte en nuestro pais.
De ellas la cardiopatia isquémica ocupa un lugar preponderante, y su prevalencia se
extiende a todas las regiones y estratos sociales de la poblacién (Martinez Rios,
2014).
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1.4.2 Causas del infarto agudo al miocardio.
La arteriosclerosis avanzada en las arterias coronarias, es la causa principal por la
cual se induce un infarto agudo al miocardio.

El musculo cardiaco necesita constantemente de un abundante suministro de sangre
rica en oxigeno para llevar a cabo la tarea del bombeo de sangre, suministro que le
llega a través de las arterias coronarias. Cuando se erosiona o se rompe una placa
de ateroma en la pared de una arteria coronaria, rapidamente se forma sobre ella un
trombo o coagulo que puede llegar a obstruir de forma completa y brusca la luz de la
arteria interrumpiendo el flujo sanguineo y dejando una parte del musculo cardiaco
sin irrigacién. Si el musculo cardiaco carece de oxigeno y nutrientes durante
demasiado tiempo, normalmente mas de 20 minutos, el tejido de esa zona muere,
desarrollandose asi un infarto agudo al miocardio (Santal6 Bel Miguel, 2003;
Spadaro, 2009).

La formaciéon del trombo que ocluye la luz de las arterias coronarias suele ser
independiente del grado de obstruccion que la placa de ateroma haya provocado
previamente en dicha luz. Esto explica por qué muchos pacientes no presentan
sintomas antes de sufrir de forma aguda o inesperada un ataque al corazén. Las
placas de ateroma que no obstruyen de manera significativa la luz coronaria pueden
pasar durante afios inadvertidas y la enfermedad aterosclerética puede pasar
desapercibida, hasta el momento brusco de la rotura de la placa y la oclusion
completa del vaso, con la subsecuente aparicion del infarto agudo de miocardio
(Figura 7) (Tortora, 2015)(Cotran,2012).

Figura 7. Esquema en donde se representa una oclusion de arteria coronaria: La principal causa
de un infarto agudo al miocardio es la arterioesclerosis (Fuster, 1997).
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Ademas de la arteriosclerosis y la trombosis de las arterias coronarias, otras causas
de infarto agudo al miocardio son extremadamente raras. También se han descrito
casos de oclusién aguda de las arterias coronarias por inflamacion de la pared
coronaria.

1.4.3 Formas de diagnéstico en la clinica.
Existen una serie de pruebas que sirven de herramientas cuando se requiere
diagnosticar un infarto agudo de miocardio.

Otra prueba sumamente importante es la evaluacién del incremento de la actividad
de enzimas marcadoras de dafio miocardico, estas enzimas pueden ser:
creatincinasa fraccion MB (CK-MB) y Lactato Deshidrogenasa (LDH). Ambas son
enzimas que se liberan al torrente sanguineo, tras la rotura de la membrana
plasmatica de las células miocardicas muertas (necrosis), se utilizan como
confirmacion diagndstica definitiva (YafRez- Maldonado, 2009).

La creatincinasa isoforma CK-MB es una isoenzima cardiaca compuesta por dos
subunidades, la subunidad M expresada en el musculo y la subunidad B expresada
en células nerviosas, esta enzima se encuentra tanto en el nucleo como en la
mitocondria, cataliza la formacion de ATP asi como la fosforilacién reversible de
creatina, con el ATP como grupo donador de fosfato. Esta enzima se encuentra en
concentraciones bajas, se incrementa como consecuencia de infarto de miocardio y
después desciende a niveles normales (Pesce, 1984).

La Lactato Deshidrogenasa (LDH) es una enzima oxidorreductasa cuya actividad es
necesaria para la reaccion reversible mediante la cual se efectua la interconversion
de piruvato y lactato, especificamente es importante en la via de la glucdlisis. Por lo
tanto, esta reaccion in vivo desempefia un papel importante en los tejidos que
utilizan glucosa. El nivel de LDH en suero esta elevado en pacientes con
enfermedades del higado, infartos de miocardio, alteraciones renales, distrofias
musculares y anemias, por lo que la hace un marcador de diagndstico inespecifico
(Burtis A et al, 1999).

22



1.5 REMODELACION CARDIACA.

El proceso de remodelacion se caracteriza por un aumento en la cavidad ventricular,
se ha estudiado en humanos principalmente en los casos de infarto al miocardio y en
muchos modelos animales por la oclusion de la arteria coronaria, en las que se ha
encontrado un incremento en el volumen y masa del ventriculo (Martinez-Pérez,
2004).

Después del comienzo del infarto al miocardio, el ventriculo izquierdo sufre continuos
cambios a nivel molecular y celular que resultan en un adelgazamiento de la pared,
dilatacion y disfuncion.

La remodelacién ventricular desempefia un papel fundamental en la fisiopatologia de
la disfuncion del ventriculo. Al reaccionar a la agresion, las alteraciones genéticas,
estructurales y bioquimicas de ese proceso resultaran en un deterioro de la
capacidad funcional del corazén y como consecuencia una aparicion de las sefales
de insuficiencia cardiaca. La remodelacion, por lo tanto, estd asociada a un
prondstico desalentador, por lo que el entendimiento de este proceso es critico, pues
la evolucion de la remodelacion se puede cambiar por medio de diversas
intervenciones terapéuticas (Spadaro, 2009).

Simultaneamente a la necrosis de las células cardiacas, hay la desintegracion del
colagena interfibrilar. La pérdida de ese tejido de sustentacién convierte a la region
en mas propensa a la distensibn y consecuentemente mas susceptible a
deformaciones, se observa que en corazones infartados, consecuentemente a la
expansion, el ventriculo pierde su forma eliptica normal, asumiendo una
configuracion esférica (Spadaro, 2009).

1.5.1 Consecuencias de la remodelacion.

Los miocitos representan solo el 30% del numero total de células miocardicas, hay
una compleja y organizada red de colagena que circunda e interconecta todas esas
estructuras. Las fibras de colagena encontradas en el intersticio son
predominantemente de los tipos | y lll (el 95% del colagena total). Las principales
funciones de esa red son: regular la apoptosis; resistir a deformaciones patoldgicas,
mantener el alineamiento de las estructuras, ademas de proveer soporte y elasticidad
al 6rgano. La colagena, por lo tanto, es un importante modulador tanto de la funcion
cardiaca sistélica como diastélica (Weber, 1989)(Jack P.M. Cleujens; Monique J.A.
Verluyten, 1995).

Con relacion a los aspectos funcionales, debemos tomar en consideracion que tras
un IAM, en consecuencia de la pérdida de tejido muscular, es comun el descenso del
volumen, con aumento del volumen sistdlico final y diastdlico final del ventriculo
Izquierdo (Spadaro, 2009).
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Sin embargo, el proceso de remodelacion ventricular desempefia un papel
fundamental en la fisiopatologia funcional, que resultaran en el deterioro de la
capacidad funcional del corazon a largo plazo, y el consecuente aparecimiento de las
sefales de insuficiencia cardiaca y/o muerte subita (Spadaro, 2009).

1.5.2 Cambios a nivel molecular.

Después de que ocurre el infarto al miocardio, se presenta una reparacion en el area
afectada (mayoritariamente en la zona apical del ventriculo izquierdo), en dénde se
lleva a cabo la deposicion de colagena principalmente la de tipo I. Una gran cantidad
de citocinas y factores de crecimiento que son sintetizados por macréfagos,
estimulan la produccién de colagena. Esta molécula es sintetizada principalmente por
fibroblastos que se diferencian en miofibroblastos los cuéles tienen la funcion de
preservar la integridad del ventriculo, previniendo la ruptura del tejido (Yutaka Matsui,
2010)(Martinez-Pérez, 2004).

En general el proceso del dafo cardiaco después del infarto de divide en cuatro
fases: (1) muerte de cardiomiocitos, (2) fase inflamatoria que se define por la
migracién de linfocitos y monocitos en el area necrética para remover células
cardiacas muertas, (3) formacion de tejido de granulacién que se caracteriza por la
presencia de fibroblastos, macréfagos, miofibroblastos, neoformacién de vasos
sanguineos y proteinas de matriz extracelular (MEC) (Figura 8). La interaccién de la
MEC con receptores de superficie celular que regulan la proliferacion, sefalizacion
celular y diferenciacion que son muy importantes para la funcion normal del tejido,
esta matriz se compone de proteinas estructurales tales como colagena, elastina,
fibronectina y proteoglicanos entre otras (Yutaka Matsui, 2010).
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Figura 8. Esquema que representa las principales fases de daifio cardiaco y remodelacién
después de un IAM. Traducido de (Yutaka Matsui, 2010).

Los miofibroblastos son una fuente de proteinas de la MEC que como ya se sabe
forman una capa de colagena denominada fibrosis, manteniendo la integridad del
tejido dafiado y reparando la zona. Los fibroblastos cardiacos estimulan TGF-31 que
incrementa la expresion de marcadores de miofibroblastos tales como a- actina de
musculo liso y dominio extra de fibronectina A (Ding et al., 2007). Por lo tanto la MEC
juega un papel importante en el mantenimiento de la organizacion y soporte del
corazon asi como en la remodelacion después de un dafo cardiaco.
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1.6 PROTEINAS QUE PARTICIPAN EN LA REMODELACION CARDIACA.

1.6.1 Colagena.
Los fibroblastos son, el tejido celular mas abundante, siendo los principales
productores de colagena (Jack P.M. Cleujens; Monique J.A. Verluyten, 1995)

El principal componente de la MEC es la colagena de tipo fibrilar |, estda compuesta
por dos cadenas a1y una cadena a2, los genes que codifican para estas cadenas se
encuentran en el cromosoma 17, forma el 85% de las fibras gruesas que confieren
fuerza tensil a la elongacion y deformacion, por lo que la principal funcion es de
soporte, permitiendo distribuir las fuerzas en la pared del ventriculo, conservando su
forma y grosor, manteniendo la rigidez del miocardio, por tal motivo en este trabajo
nos enfocaremos en el estudio de este tipo de colagena (Kehat, 2016).

La cadena de colagena termina de sintetizarse en el reticulo endoplasmico rugoso
(RER) donde se requiere de un evento postranduccional, el extremo amino terminal
contiene una cadena sefal que facilita la transferencia de la cadena hacia el lumen
del RER y probablemente es eliminado por una endonucleasa, después de haber
orientado la cadena hacia el interior del RER (Ritzenthaler, 1991).

Se ha visto que después de un infarto al miocardio, se da una respuesta inflamatoria
en donde ademas de remover los cardiomiocitos muertos, también se induce la
degradacion de colagena por medio de las metaloproteasas, esta degradacién causa
un desplazamiento del tejido y por lo tanto una deformacién del corazén.

Sintesis de colagena.

Una vez que ha sido sintetizada, la proteina colagena presenta una serie de
modificaciones postraduccionales antes de llegar a su estructura definitiva. A
continuacion, los ribosomas se encargan de ensamblar los aminoacidos para formar
las cadenas polipeptidicas. Estas cadenas, precursoras de las cadenas alfa (cadenas
proalfa), llevan en sus extremos secuencias suplementarias de aminoacidos. Las
cadenas proalfa van a sufrir una hidroxilacion en el reticulo endoplasmico, mediante
la cual los grupos peptidilprolina se transforman en hidroxiprolina, ademas los grupos
peptidil-lisina se convierten en hidroxilisina (Figura 9) (Guzman, 1981).
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Figura 9. Esquema en donde se representa la sintesis de colagena Modificado de (Devlin, 2000)
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Posteriormente en los grupos hidroxilisina moléculas de galactosa y glucosa,
mientras que en los grupos terminales de las cadenas, se fijan otros azucares. Por
ultimo, se crean puentes disulfuro entre las cadenas polipeptidicas, llegando asi a la
formacion de la molécula de procolagena. La molécula de procolagena transita por
las vesiculas de Golgi y pasa al medio extracelular, en el cual, bajo la accion de
proteasas, sufre una escision de los grupos N-terminal y C-terminal, después de esta
escision las moléculas de colagena se constituyen en fibras (Figura 9) (Guzman,
1981).

Se piensa que los grupos terminales desempefian un papel importante en la
formacion de la triple hélice, lo mas probable es que intervengan para evitar que la
formacion de fibras de colagena se realice antes de la secrecion de la proteina. Se
ha visto que los enlaces transversales entre las cadenas polipeptidicas asegura la
estabilidad de la molécula (Guzman, 1981).

Asi como se induce la sintesis de colagena mediante genes especificos, también hay
mecanismos que la regulan negativamente, PPAR-y es un receptor que se ha visto
que tiene un papel correpresor sobre la expresion de esta proteina.

1.6.2 Receptores activados por proliferadores peroxisémicos (PPAR).

El principal papel de los receptores activados por proliferadores peroxisémicos
(PPAR) es regular la expresién de genes involucrados en el metabolismo de glucosa
y lipidos (Wang-Soo Lee, 2015). La modificacién de su actividad desencadena
enfermedades como obesidad, diabetes y cancer (Lee, 2015).

Los PPAR son factores de transcripcién dependientes de ligando que forman una de
las subfamilias de la superfamilia de los receptores nucleares hormonales. La
subfamilia de los PPAR consta de tres subtipos, PPAR-a, PPAR-0/f y PPARY.
PPAR-a, primer miembro de la familia identificado, se expresa en tejidos con una
gran actividad metabdlica: higado, musculo, rindn y corazéon. En todos estos tejidos,
el PPAR-a se encuentra directamente implicado en el control de la expresion de
genes que codifican proteinas y enzimas clave en el metabolismo energético,
especialmente en el catabolismo de los acidos grasos.

Por el contrario, PPAR-y se expresa fundamentalmente en el tejido adiposo, el gen
esta localizado en el cromosoma 3p25. Este subtipo controla la expresion de genes
implicados en la diferenciacién celular (especialmente de los adipocitos), asi como en
el control de la utilizacion metabdlica de la glucosa, sin embargo se ha visto que
también esta implicado en la expresion de citocinas proinflamatorias tales como TNF-
a, también se sabe que la asociacion de la hipertrofia cardiaca en respuesta a PPAR-
Yy puede ser independiente en los cambios de la sefalizaciéon miocardica.
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La estabilidad de la proteina y la actividad transcripcional son reguladas por
modificaciones covalentes, incluyendo fosforilacion, ubiquitinacion, O-GlcNAcilacion y
SUMOilacion.

El PPAR-&/B es el subtipo de PPAR sobre el que no se posee tanta informacion
acerca de su funcion. Se encuentra ampliamente distribuido en el organismo,
especialmente en el musculo esquelético, la placenta, el intestino y el cerebro donde
es la isoforma PPAR predominante, se encontré esta isoforma en ratas con
cardiomiopatia diabética y una reduccion en la expresién durante hiperglicemia.
Ademas tanto, PPAR-a como PPAR-y se expresan en células vasculares, incluyendo
células endoteliales y células musculares lisas, asi como en macrofagos. Igualmente
se ha detectado la presencia de ambos subtipos en, aproximadamente, el 60% de las
placas ateroscleréticas presentes en arterias coronarias y cardtidas humanas
(Carrera, 2002; Wang-Soo Lee, 2015)

Los PPAR son activados por un gran numero de compuestos enddégenos y sintéticos.
Los acidos grasos y sus derivados son ligandos del subtipo PPAR-a. El subtipo
PPAR-y es activado por metabolitos del acido araquidonico, asi como por
componentes formados por la oxidacion de los acidos grasos de las LDL. Las
tiazolidindionas o glitazonas antidiabéticas son ligandos sintéticos de alta afinidad del
subtipo PPAR-y (Wang-Soo Lee, 2015).

1.6.3 Mecanismo de accién de los PPAR.

Una vez activados por sus ligandos, los PPAR necesitan formar un heterodimero con
el receptor del acido 9-cis retinoico (RXR) para actuar como factores de
transcripcion. Estos heterodimeros PPAR-RXR son capaces de reconocer
secuencias especificas del DNA situadas en los promotores de los genes diana
controlados por los PPAR y se denominan elementos de respuesta de los
proliferadores peroxisémicos (Figura 10). Estos elementos estan formados por una
repeticion directa imperfecta de la secuencia hexamérica AGGTCA, separada, en la
mayoria de los casos, por un nucledétido. En ausencia del ligando, los heterodimeros
PPAR-RXR forman complejos de alta afinidad con proteinas nucleares
correpresoras, lo que impide la activacion transcripcional al no poder acceder el
heterodimero al promotor del gen diana (Figura 10). Sin embargo, la uniéon de un
ligando al PPAR induce un cambio en su conformacion estructural, permitiendo la
disociacion de las proteinas correpresoras y su posterior union al elementos de
respuesta de proliferadores persoxisomicos (PPRE). Ademas, una vez activado por
el ligando, el heterodimero PPAR-RXR es capaz de unirse a proteinas coactivadoras
que promueven el inicio de la transcripcion (Figura 10) (Carrera, 2002).
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Se sabe que PPAR-y regula negativamente la transcripcion del gen Col1a1, ya que
su promotor tiene un sitio de union al factor de transcripcion NF-1, el cual
interacciona con la proteina p300 y estimula la transcripcion del gen. PPAR-y
funciona como un inhibidor competitivo de p300, desplazandolo al unirse a NF-1 e
inhibiendo la transcripcion del gen (Yavrom et al., 2005).

Figura 10. Estructura de PPAR y sus procesos de trasactivacion y transrepresién. En la ausencia
de ligando, el heterodimero PPAR-RXR recluta correpresores (proceso del lado izquierdo). Cuando el
ligando se une, los cambios conformationales en PPAR-RXR induce disociacion del complejo
correpresor. ElI complejo transcripcionalmente activo se ensambla con proteinas coactivadoras
(proceso de la derecha). PGC-1a:Coactivador de PPAR-y, NcoR; Receptor nuclear correpresor,
SMART; Mediador de silenciamiento del receptor para retinoide y de la hormona tiroidea , AF; Funcion
de activacion, DBD; dominio de unién a DNA, HD; dependiente de dominio, LBD; Dominio de unién a
ligando, RXR; Receptor retinoide X, PPRE; Elemento de respuesta del proliferador de peroxisoma
(Wang-Soo Lee, 2015).

Por otra parte, la actividad de PPAR también depende de la regulacion
transcripcional y postrancripcional a la que se encuentra sometida. Diferentes
hormonas (glucocorticoides, insulina y leptina) y diferente estimulos fisiologicos,
regulan la expresion de PPAR-a. El control transcripcional de PPAR-y se lleva a cabo
mediante el uso de diferentes promotores, formandose asi dos proteinas diferentes
PPAR-y1 y PPAR-y2 que presentan diferente actividad. Los procesos
postrancripcionales de fosforilacion también afectan a la actividad transactivadora de
los PPAR, modulando asi sus funciones biologicas (Wang-Soo Lee, 2015).
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2. ANTECEDENTES DIRECTOS.

Las enfermedades cardiovasculares, principalmente el infarto agudo al miocardio
(IAM) ocupa la primera causa de muerte en México y a nivel mundial. Actualmente no
existe una terapia que permita que el paciente recupere la funcionalidad cardiaca
posterior al infarto, por lo que la insuficiencia cardiaca crece llegando muchas veces
a una muerte subita (Martinez-Rios, 2014). Teniendo esto como antecedente surge
la necesidad de una terapia que permita revertir el proceso de remodelacién cardiaca
para que el paciente pueda recuperar la funcionalidad del corazon y que las muertes
por esta complicaciéon disminuyan.

Se sabe que la adenosina tiene efectos cardioprotectores, ya que tiene efectos anti-
hipertroficos y anti-adrenérgicos en el contexto de la insuficiencia cardiaca. Ademas
de los efectos anti-hipertroficos, la adenosina media efectos anti-fibroticos a través
de receptores de adenosina Agg in vitro (Epperson et al., 2009) e in vivo (Wakeno et
al., 2006). Se ha observado previamente que la adenosina previene la expresion de
la citocina proinflamatoria TNF-a en corazén con falla cardiaca de humano vy rata.
También se identific6 como autacoide ya que regula negativamente la MMP-9. La
MMP-9 representa un marcador para la remodelacion del ventriculo izquierdo, y
degradacion de redes de colagena fibrilar, subsecuente a dafio miocardico. Por lo
tanto, estos antecedentes nos hablan de que la adenosina es capaz de mitigar las
caracteristicas por una maladaptacion en la etapa de remodelacion cardiaca(S-L
Puhl and Devaux, 2015)

Una alternativa terapéutica para el tratamiento de la insuficiencia cardiaca es el uso
de un nuevo farmaco derivado de la adenosina, denominado IFC-305 (Patente
UNAM 207422). Este compuesto tiene una vida media mucho mas larga en
comparacion con la adenosina, hasta el momento no se han observado eventos
adversos a la dosis y condiciones administradas.

Para evaluar el efecto del compuesto, se trabajé con un modelo experimental de
infarto al miocardio inducido por Isoproterenol un analogo de la epinefrina, que actua
directamente sobre los receptores [ adrenérgicos provocando una isquemia
funcional y con ello muerte celular acompanado de una serie de eventos fisioldgicos
(presion sistdlica y diastolica baja, frecuencia cardiaca alta), bioquimicos (funcion
mitocondrial disminuida, elevacién especifica de enzimas marcadoras de dafo
miocardico) e histolégicos (necrosis coagulativa, formacion de fibras de colagena,
presencia de fibroblastos). A comparacion de otros modelos como el de la ligacion de
arteria coronaria, el modelo de Iso tiene la ventaja de poder estudiar el infarto en 3
etapas: en preinfarto que va de cero a 12 h después de la administracion de
Isoproterenol, etapa de infarto que va de 12-24 h, y la etapa de postinfarto que se
extiende de 24-96 h, ya que la dosis administrada permite la sobrevivencia de las
ratas (Chagoya de Sanchez et al., 1997).
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El modo en el que el Isoproterenol, desencadena el infarto es mediante una hipoxia
funcional, ya que en los primeros minutos de administraciéon, se presenta un
incremento en la frecuencia cardiaca y una caida en la presion arterial, Chagoya y
colaboradores evaluaron estos parametros en los primeros minutos de la
administracion de Iso, encontrando estos parametros modificados (Figura 11).
Mientras que en la etapa de postinfarto evaluado a las 96 h, se observo que estos
parametros recuperaban los niveles normales (Figura 11) (Chagoya de Sanchez et
al., 1997)

Figura 11. Cambios in vivo de la frecuencia cardiaca y presion arterial inducido por
Isoproterenol
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Figura 11. Cambios in vivo de la frecuencia cardiaca y presion arterial inducido por
Isoproterenol. En la grafica de la izquierda se observa que en los primeros minutos de administracion
de Iso, la frecuencia cardiaca aumenta y la presion arterial disminuye, mientras que en la grafica de la
derecha, a las 96 h (posinfarto) estos parametros regresan a los niveles normales. Traducido de
(Chagoya de Sanchez et al., 1997).

Otra manera de evaluarlo fue mediante estudios electrofisiolégicos (ECG) en dénde
se observo que en la primera hora de administracion de Iso se encontrd la presencia
de taquicardia, asi como la elevacion del segmento ST. Posteriormente al evaluarse
en la etapa de postinfarto se encuentra que el seguimiento electrofisiolégico regreso
a niveles casi normales (Figura 12) (Chagoya de Sanchez et al., 1997).
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0.5 mv Ih

\,._/&/JU\/\NJ\

-/\M/\/\_‘:/-/\_,\J\/‘/

24h
480
96h

L_0.18 |

Figura 12. Cambios secuenciales electrofisiologicos durante el infarto inducido por Isoproterenol. A
partir de 1h después de la administracion, se observa la presencia de taquicardia y el aumento del segmento
ST, mientras que en la etapa de remodelacion cardiaca el seguimiento es casi normal. Tomado de (Chagoya y

colaboradores et al., 1997).
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También se llevo a cabo una evaluacién histolégica de cortes de corazon después
del tratamiento con Isoproterenol, en dénde se encuentra que en la etapa de infarto
existe la presencia de necrosis coagulativa que indica dafio cardiaco, por otro lado
en la etapa de postinfarto se encuentra deposicion de colagena ademas de
fibroblastos, lo que indica la presencia de remodelacion cardiaca (Chagoya de
Sanchez et al., 1997)

Estos antecedentes nos llevaron a querer estudiar el efecto del compuesto IFC-305
en la etapa de remodelacion cardiaca en un modelo experimental de infarto al
miocardio inducido por Isoproterenol en ratas.

MECANISMO ACCION DE ISOPROTERENOL.

El isoproterenol (Iso) es una molécula analoga a la adrenalina lo que le da la
propiedad de ser un potente agonista 3-adrenérgico no selectivo, es decir estimula a
los receptores (32 localizados en el musculo liso de la via aérea, como a los 1 de
localizacion cardiaca. Al tener gran semejanza estructural con esta molécula, es
capaz de ocupar el receptor de la hormona y desencadenar los mismos evento
(Martinez-Pérez, 2004) (Nicandro, 2008).

El primer paso en la accion de adrenalina y sus analogos es la unién de la hormona a
su receptor, esto provoca un cambio intracelular que causa la separacion de difosfato
de guanosina (GDP) de la proteina G estimulante (Gs) y su activacion al unirse a
trifosfato de guanosina (GTP), asi la subunidad a de Gs de desplaza a la adenilato
ciclasa activandola y catalizandola formacion de AMPc, la proteina dependiente de
AMPc, proteina quinasa A (PKA), es activada por el AMPc, la fosforilacion de las
proteinas celulares por la proteina cinasa da lugar a la respuesta celular,
produciendo relajacion de musculo liso en los vasos sanguineos provocando que la
presidon decaiga, dando lugar a una isquemia funcional prolongada (Figura
13)(Martinez-Pérez, 2004).
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Figura 13. Mecanismo de accion de Isoproterenol (Martinez-Pérez, 2004).
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PAPEL ANTIFIBROTICO DEL DERIVADO DE ADENOSINA; IFC-305.

La adenosina es el nucledsido de adenina, que participa en la sintesis de
nucleotidos, especialmente durante condiciones de estrés isquémico; se ha
observado que la administracion de adenosina puede contribuir a la reduccion de la
morbilidad y mortalidad del Infarto al Miocardio (Shafy et al., 2012).

El IFC-305 es un compuesto derivado de adenosina, desarrollado por la Doctora
Victoria Chagoya; el cual ha demostrado tener propiedades antifibroticas, previniendo
el desarrollo de fibrosis y la activacién de células estelares en un modelo de cirrosis
hepatica inducida por CCl4. Se sugiere que el efecto del IFC-305 involucra la
modulacién de la expresion genética, ya que en el estado cirrético, 414 genes se
encuentran desregulados y con el compuesto IFC-305tienden a normalizarse (Perez-
Carreon et al., 2010). En dicho estudio se encontr6 que el IFC-305 regula la
expresion de Pparg (gen del receptor y activado por proliferados peroxisomales) asi
como Collal.

El mecanismo que se ha propuesto es la regulacién de la metilacion del DNA. Las
citosinas que se hallan junto a una guanina en la secuencia del DNA (CpG) pueden
ser modificadas a 5-metilcitosina gracias a las metiltransferasas de DNA (DNMT). La
metilacion del DNA sobre los promotores de los genes se ha asociado al
silenciamiento de la expresiéon y a compactacion de la cromatina (En Li, 2014).
Durante la cirrosis hepatica existe una disminuciéon en la metilacion del DNA de una
manera global, mientras que la metilacion aumenta en el higado al administrar el
compuesto IFC-305 (Rodriguez- Aguilera, 2012).

También se observo que la administracion de IFC-305 a ratas cirréticas provoca una
disminucion en el mRNA de Collal mediante la metilacién del DNA sobre el
promotor de este gen, (Rodriguez-Aguilera, 2015). La transcripcion del gen que
codifica PPAR-y también se ha visto regulada por el IFC-305, promoviendo la
acetilacion sobre el promotor de Pparg y un aumento en la transcripcion de este gen.
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VALIDACION DEL MODELO DE ISOPROTERENOL MEDIANTE ENSAYO
ENZIMATICO EN ENZIMAS MARCADORAS

Para poder evaluar si el modelo de Isoproterenol provoca dafio cardiaco, se hizo un
estudio por Yafnez-Maldonado en el 2009, donde se evalud la actividad de enzimas
marcadoras de dafio cardiaco tales como LDH y CK-MB en la etapa de infarto, esto
es a las 12 h posterior a la administracion con Iso (Grafica1).
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Grafical: Evaluacion de la actividad enzimatica de LDH y CK-MB. En suero de ratas obtenido a las
12 h posterior a la administracion de Isoproterenol * Diferencia significativa (p> 0.001) comparada
contra el control. Modificado de (Yanez-Maldonado, 2009).

Se observa el aumento de la actividad con respecto al control, lo que nos habla de un
dafio cardiaco en la etapa de infarto. Estos resultados le dan validez al modelo ya
que permite ver qué ocurre un dano inducido por Isoproterenol (Yanez-Maldonado,
2009).
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ESTUDIO DE LA REGULACION DE LA EXPRESION GENICA Y PROTEICA DE
COLAGENA I EN LA ETAPA DE REMODELACION CARDIACA.

En el laboratorio también se estudiaron los genes involucrados en la remodelacion
del tejido cardiaco durante el infarto experimental inducido por Isoproterenol en ratas,
en dénde se evalud colagena | que tiene un papel importante ya que es la encargada
de darle soporte y elasticidad al corazon ademas de ser las principales involucradas
en la etapa de remodelacion cardiaca. Para ello se llevaron a cabo estudios de
Western Blot en los cuales se evaluaron los niveles de proteina, ademas de
hibridacién de DNA complementario (cCDNA) para medir los niveles de mRNA en las
tres etapas del infarto (preinfarto, infarto y postinfarto) asi como retrotrascripcion
acoplada a PCR cuantitativa para evaluar el efecto del IFC-305 en la expresiéon de
mRNA.

En el area del tejido infartado se observaron aumentos no significativos transitorios
de colagena |, entre los 15 min hasta las 6 horas postratamiento con Iso, alcanzando
un incremento por encima del control a las 3 h. Durante el infarto disminuye con
respecto al control y a partir de entonces se incrementé paulatinamente sobre el
nivel del control. Estos resultados indican que la lesidon inducida durante el infarto
provoco una disminucion de la sintesis de colagena tipo I. Incrementos subsecuentes
hasta las 96 h correlacionan con los cambios de actividad de transcripcion (Grafica
2).

El dano provocado por Isoproterenol en el tejido cardiaco se refleja en el contenido
de mRNA de colagena tipo | en el area de infarto, la actividad transcripcional del gen
aumento a los 15 min, observandose un aumento a las 3 h postratamiento, durante el
infarto disminuye hasta alcanzar el nivel del control. En la etapa postinfarto aumenta
paulatinamente con respecto al control al finalizar el periodo de tratamiento. El
aumento en mRNA precede el aumento de la proteina (Grafica 2).
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Gréfica 2: Niveles de RNAm y proteina de colagena l. * Diferencia significativa (p<0.01) comparada
contra el grupo control (Martinez-Pérez, 2004).

Grafica 3: Analisis de la expresion de Collal mediante RT-qPCR. Los resultados estan normalizados
contra la expresion de Gapdh (n=3 ratas por grupo). * Diferencia significativa (p< 0.05) comparada contra
el grupo control (Murillo-de-Ozores & Chagoya-de-Sanchez, 2015).



En el 2015 se evaluaron los transcritos a las 96 h posteriores al tratamiento con Iso por
RT-q PCR en la cual se observa un aumento en los niveles de mRNA deCollal en los
corazones de las ratas tratadas con Isoproterenol, (Grafica 3). Se evaluo el tratamiento
y se observo que el IFC-305 no provoca un cambio significativo.

Papel de PPAR-y en el corazén.

En este mismo afio, Chagoya y colaboradores midieron la expresion del transcrito
para pparg mediante RT-q PCR en corazones tratados con Isoproterenol a las 96 h
del tratamiento, a si como el efecto del compuesto IFC-305 (Grafica 4).

Grafica 4: Analisis de la expresion de Pparg mediante RT-qPCR. Los resultados estan normalizados
contra la expresion de Gapdh (n=3 ratas por grupo). * Diferencia significativa (P<0.05) comparada contra
el grupo control (Murillo-de-Ozores and Chagoya-de-Sanchez, 2015).

En la grafica 4 se observa que el transcrito baja con respecto al control, y que al
tratarse con IFC-305, no recupera los niveles normales. A pesar de los bajos niveles de
expresion de Pparg en el corazon, fue posible detectar el transcrito e incluso se
observa una disminucién con la administracion de Isoproterenol o IFC-305.

Se ha reportado en ratones, (Ding et al., 2007) la cardioprotecciéon de PPAR-y por dafio
oxidativo en cardiomiocitos knockout en donde se removieron los exones 1y 2 de
Pparg, observandose cambios patologicos alrededor de 3 meses de edad, como
caracteristicas de hipertrofia cardiaca progresiva con dafno oxidativo mitocondrial. La
mayoria de los ratones murieron por cardiomiopatia dilatada.
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En la grafica 4 se muestra la relacion peso corazén/peso corporal del raton, en
donde es mucho mayor en los ratones knockout con respecto a los ratones control,
lo que indica que la ausencia de PPAR-y puede estar relacionada con hipertrofia
cardiaca. En la figura 14 también se encuentran las graficas de niveles de mRNA de
dos marcadores de hipertrofia cardiaca, a actina esquelética y el factor natriurético
atrial (ANF), en corazones knockout y controles, observandose que estos transcritos
estan sobreexpresados. En la figura 15 se tienen fotografias de un corazén knockout
y de un control, observandose morfolégicamente una cardiomiopatia dilatada con
evidencia de insuficiencia cardiaca. En la figura 15 también se presenta un analisis
histopatoldgico en microfotografias de muestras cardiacas tefiidas con tricrbmica de
Masson, revelandose la presencia de fibrosis intersticial en corazones knockout esto
se debe en parte a que este factor de transcripcién actua sobre el genCollal que
es profibroticoapagando su transcripcion, cancelando la traduccion de colagena |,
provocando la fibrosis.

Grafica 5: Relaciéon peso corazén/ peso corporal de los ratones. En donde se puede observar que a
diferencia del control los knockout muestran una relaciéon mas elevada, esto resulta en una hipertrofia
cardiaca por la deficiencia de PPAR-y. * Diferencia significativa (P<0.01) comparada con el grupo control.
Traducido de (Ding et al., 2007).



Figura 14. Evaluacion de RNAm de a-actina y ANF, marcadores de hipertrofia cardiaca.
Observamos que en corazones knockout estos marcadores se encuentran significativamente
aumentados en comparacion con el control. *Diferencia significativa (P<0.01) comparada contra el
grupo control (Ding et al., 2007).
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Figura 15. Corazén control vs corazén knockout y cortes histolégicos de corazén. En las figuras se
observan un corazén control y un corazén knockout, en donde hay un incremento de tamafo. En la
figura siguiente se muestran cortes histolégicos de corazén tefidos con tricromica de Masson,
observandose que en dénde se depleté PPAR-y existe la presencia de fibrosis a diferencia del control.
Modificado de (Ding et al., 2007).

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El infarto al miocardio es un problema de salud, de acuerdo a la Organizacion
Mundial de la Salud las cardiopatias representan la primera causa de muerte en
México (Martinez Rios, 2014). En la actualidad no existe un tratamiento que permita
disminuir el daino causado posterior a este padecimiento.

Se han descrito efectos antifibroticos del compuesto IFC-305 en un modelo
experimental de cirrosis hepatica (Pérez-Carredn et al., 2010) y se ha observado que
el compuesto es capaz de regular la expresion de Collal, Col3al y Pparg en la
etapa de remodelacion cardiaca (Murillo-de-Ozores & Chagoya de Sanchez,
comunicacion personal), dado que es un problema de salud publica es por eso que
nos interesa estudiar si el compuesto posea propiedades antifibréticas en corazén
después del infarto. Para ello se estudiaran los niveles proteicos de colagena tipo | y
PPAR-y en corazones infartados de ratas tratados con este compuesto.

4. HIPOTESIS.
La cantidad de colagena | y PPAR-y en un infarto al miocardio inducido por
isoproterenol, se puede corregir por el tratamiento con el compuesto IFC-305.



5. OBJETIVO GENERAL.
Determinar la cantidad de las proteinas colagena | y PPAR-y en respuesta al
tratamiento con IFC-305 en la etapa de remodelacién cardiaca posterior al infarto.

5.1 OBJETIVOS PARTICULARES.

1. Medir la actividad de las enzimas marcadoras de dafo al miocardio Lactato
Deshidrogenasa (LDH) y creatincinasa (CK-MB) a las 12 h después del
infarto, en corazones tratados con Iso+ 4ss e Iso +4|[FC  mediante
espectrofotometria para corroborar que se indujo el infarto.

2. Evaluar histopatologicamente cortes transversales de corazones de rata que
se sometieron al tratamiento con Iso+ 4ss e Iso+ 4IFC en la etapa de
remodelacion, con ayuda de la tincion tricromica de masson.

3. Estudiar la cantidad de las proteinas que participan en la remodelacién como
colagena tipo | y PPAR-y mediante Western Blot a las 96 h después de
tratamiento con IFC-305.

6. METODOS.

6.1 Induccion de infarto con isoproterenol

Se utilizaron ratas Wistar macho con un peso de entre 200-300g provistas de
agua y comida ad libitum, las cudles se dividieron en 4 grupos: 1) 4IFC (ratas a
las cuales se les administré solucion salina via s.c. y 1 h después IFC via i.p.), 2)
Control (a las que unicamente se les administré solucion salina via i.p y s.c), 3)
Iso+ 4ss (ratas a las que se les administré isoproterenol via s.c y solucion salina
1h después via i.p.), 4) Iso+ 4IFC (ratas a las cuales se les administrd
isoproterenol via s.c. y 1h después IFC via i.p.), el Isoproterenol (dosis 67 mg/Kg)
fue administrado entre las 8:00- 8:30 h para inducir el infarto al miocardio. Una
hora después se administré por via i.p. el compuesto IFC-305 (dosis 50 mg/Kg),
esta ultima administracion se repitio cada 24 h, hasta las 96 h, tiempo en que
fueron sacrificadas. Posteriormente se recupero el corazén, se peso y se disectod
la zona apical del ventriculo izquierdo, el resto se preservo a -70°C (Figura13).

Procedimientos de acuerdo a las normas institucionales de uso y manejo de
animales.



Dosis Isoproterenol: 67 mg/Kg. Dosis IFC-305: 50 mg/Kg
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Figura 16. Modelo de Isoproterenol para evaluar la remodelacién cardiaca.

6.2 Evaluacion histopatolégica de cortes transversales de corazén.

La tincién tricromica de Masson es una técnica de coloracion especial que permite
visualizar claramente las fibras de coladgena que forman fibras gruesas o haces,
disenados para dar resistencia. Se emplean tres colorantes para diferenciar el nucleo
celular, el citoplasma y las fibras de colagena (Gartner, 2011).

Se necesitan de la hematoxilina que tifie los nucleos celulares, un colorante
citoplasmatico como la escarlata de Biebrich, azul de anilina que sirve de contraste
con la hematoxilina, Fucsina acida que tifie de rosa a los eritrocitos y un colorante
derivado del anillo de trifenilmetano, como el acido fosfomolibdico o fosfotungstico
que es el que va a tenir el tejido conjuntivo (Gartner, 2011).

Las ratas se trataron de acuerdo al modelo establecido, se dejaron evolucionar hasta
la etapa de remodelacién cardiaca (96 h), posteriormente se anestesiaron, se realizé
puncion cardiaca para recuperar suero, los corazones se trataron con formaldehido
al 4% y se almacenaron a 4°C. Posteriormente los tejidos fueron evaluados
histopatologicamente, por el Doctor Alberto Aranda Fraustro, jefe de departamento
de patologia del Instituto Nacional de Cardiologia.
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Se realizaron cortes transversales a cada uno de los corazones (en su mayoria 4
cortes) posteriormente en un criostato se hicieron cortes mas delgados (4 ym cada
uno), se fijaron y se tifleron con tricromica de Masson, después las muestras se
observaron en un microscopio Optico para diagnosticar la condicién segun sea el
caso (Figura 17).

Figura 17. Esquema representativo para el analisis de las zonas de infarto. La base corresponde
al numero uno y la zona del apice corresponde al nimero cinco. Imagen proporcionada por Instituto
Nacional de Cardiologia.

6.3 Validacion del modelo por medio de la evaluacion de la actividad enzimatica
de lactato deshidrogenasa (LDH) y creatincinasa fraccion MB (CK-MB).

Como ya se mencion6 con anterioridad, una de las maneras de diagnosticar un
infarto al miocardio en la clinica es la elevacion de enzimas marcadoras de dafio
miocardico. Este trabajo evalué la actividad de LDH y CK-MB. A continuacion se
describe el método y los kits que se utilizaron para tal fin (Figura 18).

Se evaluo la actividad en la etapa de infarto (que ocurre a las 12 h después de la
administracién con Isoproterenol), ya que dicha etapa es cuando se encuentra una
mayor actividad de estas enzimas (Yafnez Maldonado, 2009).
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Para dichos ensayos se utilizaron sueros de cada una de las condiciones. Antes del
sacrificio se realizé puncion cardiaca y se recolectaron aproximadamente 10 mL de
sangre total. Posteriormente se dejaron a 4°C toda la noche para la formacion de
coagulo y se centrifugacion a 3,000 rpm por 15 min. El suero se recolecté en tubos
Eppendorf de 1.5 mL y se procedié a realizar la determinacion de actividad
enzimatica. Después las muestras fueron almacenadas a -70°C.

Dosis Isoproterenol: 67 mg/Kg. Dosis IFC-305: 50 mg/Kg
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Figura 18. Modelo de Isoproterenol para evaluar la actividad enzimatica en la etapa de infarto.

6.4 Determinacion cuantitativa de Lactato Deshidrogenasa (LDH).

La Lactato Deshidrogenasa (LDH) cataliza la reduccién del piruvato por el NADH. La
velocidad de disminucion de la concentracion de NADH en el medio determinado
espectrofotométricamente, es proporcional a la concentracion catalitica de LDH en la
muestra ensayada.

Se utilizdé el kit LDH-LQ Piruvato. Cinética UV. DGKC. Liquido (Sipinreact) numero
de catalogo: 41222 para la evaluacion de actividad de LDH. Se siguio el
procedimiento indicado por el fabricante como se describe a continuacion.
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Reactivos

R1 Imidazol 65mmol/L
Tampon Piruvato

R2 NADH 0.18mmol/L
Substrato

Preparacion.

Reactivo de trabajo (RT); Mezclar 4 volumenes (R1) Tampon + 1 volumen de (R2)
Substrato.

Procedimiento.

1) Las condiciones del ensayo fueron las siguientes: longitud de onda a 340 nm,
cubeta de 1 cm de paso de luz, temperatura constante a 25°C.

2) Ajustar el espectrofotometro a cero frente a agua destilada o aire.

3) Pipetear en una cubeta:

25-30°C 37°C
RT (mL) 3,0 3,0
Muestra (uL) 100 50

4) Mezclar, incubar 1 min.

5) Leer la absorbancia (A) inicial de la muestra, poner en marcha el cronémetro y
leer la absorbancia cada minuto durante 3 min.

6) Calcular el promedio de la diferencia de absorbancia por minuto (AA/min).

Célculos.
25°C-30°C AA/min x 4925= U/L LDH
37°C AA/min x 9690= U/L LDH

Unidades: La unidad internacional (Ul) es la cantidad de enzima que convierte 1
pMmol de sustrato por minuto, en condiciones estandar. La concentracion se expresa
en unidades por litro (U/L).

Valores de referencia:

25°C: 120- 240 U/L 30°C: 160-320 U/L 37°C: 230-460 U/L
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6.5 Determinacién cuantitativa de creatincinasa fraccion MB (CK-MB)

El anticuerpo anti CK-M inhibe completamente la actividad de la CK-MM vy la
subunidad (M) de la CK-MB. La actividad de la CK-B no inhibida se determina segun
las siguientes reacciones:

La velocidad de formacion de NADPH, determinado espectrofotométricamente es
proporcional a la concentracion catalitica de CK-B en la muestra ensayada.

Se utilizd el kit Creatincinasa- MB Inmunoinhibicidn. Cinético UV (Sipinreact) numero
de catalogo 1001055 para la evaluacion de actividad de CK-MB. Se sigui6 el
procedimiento indicado por el fabricante como se indica a continuacion

Reactivos

R1 Imidazol pH 6.7 100mmol/L

Tampodn Glucosa 20mmol/L
Acetato de magnesio 10mmol/L
EDTA 2mmol/L

R2 Anti CK-M 2000 U/L

Anti CK-M | ADP 2mmol/L
AMP 5mmol/L
di-Adenosina-5-pentafosfato 10mmol/L
NADP* 2mmol/L
Hexoquinasa (HK) 2500 U/L
Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6F-DH) 1500 U/L
N-acetilcisteina 20mmol/L
Fosfato creatinina 30mmol/L

Preparacion.

- Reactivo de trabajo (RT).
- Disolver un comprimido de R2 en un vial de R1.
- Tapar el vial y mezclar suavemente hasta disolver su contenido.

Procedimiento.

1) Condiciones de ensayo: longitud de onda 340 nm, cubeta 1
cm paso de luz, temperatura ambiente: 25°C/ 30°C/ 37°C.
2) Ajustar el espectrofotometro a cero frente a agua destilada o aire.
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3) Pipetear en una cubeta:

RT (mL) 1,0

Muestra (uL) 40

4) Mezclar incubar 10 min.

5) Leer la absorbancia (A1) inicial de la muestra, poner en marcha el cronémetro
y leer la absorbancia de nuevo a los 5 min. (A2).

6) Calcular la diferencia de absorbancias: AA= A Aq.

Calculos.

AA x 825= U/L de CK-B AA x 1651= U/L de CK-MB.

Valores de referencia.

La probabilidad de un infarto de miocardio es elevada en las siguientes condiciones:
25°C 30°C 37 °C

CK-MB >10 U/L >15U/L > 24 U/L

6.6 Obtencidén de proteinas totales.

Se realizé un homogenado del area de infarto (zona apical del corazén) en 1 mL de
buffer (sacarosa 200 mM, HEPES 20 mM a pH 7.4) que contiene inhibidores de
proteasas (aprotinina 2 ug/mL y PMSF 100 ug/mL).Posteriormente el homogenado
se recolecté en tubos Eppendorf de 1.5 mL, y se centrifugé a 14,000 rpom por 5 min,
recuperandose el sobrenadante en otro tubo, se volvié a centrifugar a las mismas
condiciones para eliminar restos celulares y unicamente rescatar proteinas solubles,
después de la segunda centrifugacion la fraccion soluble se volvié a recuperar en
otro tubo de 1.5 mL y se dispuso a cuantificar, las muestras siempre se conservaron
en hielo (Martinez-Pérez, 2004).

6.7 Cuantificaciéon de proteinas por método de Bradford.

Existen diferentes métodos para la cuantificacion de proteinas, uno de los métodos
colorimétricos es el método de Bradford, el cual se basa en la unién de un colorante,
Coomasie Blue G-250, a las proteinas. El colorante en solucién acida, existe en dos
formas quimicas, una azul y otra naranja, las proteinas se unen a la forma azul para
formar un complejo proteina colorante con un coeficiente de extincién mayor que el
colorante libre. Este método tiene una sensibilidad de1-1.5 ug, simple, rapido, barato,
y pocas sustancias interfieren en la determinacion, entre las que se encuentran
detergentes y soluciones basicas (Rodriguez-Aguilera, 2012).
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Se siguio el protocolo de ensayo estandar en placa de ELISA proporcionado por el
fabricante del reactivo Quick Start Bradford 1x Dye Reagent (BioRad® 500-0205),
para lo cual se pesaron con exactitud 2 mg de albumina sérica bovina Fraccion V
(USB Corporation 10857) y se llevaron a 1ml con agua desionizada, posteriormente
se preparo una curva estandar de la siguiente manera:

No. Tubo Volumen del Fuente del Volumen de [Proteina]

) Estandar [uL] estandar diluyente™ (L) (ML/mL)
1 20 Stock 2mg/mL 0 2000
2 30 Stock 2mg/mL 10 1500
3 20 Stock 2mg/mL 20 1000
4 20 Tubo 2 20 750
5 20 Tubo 3 20 500
6 20 Tubo 5 20 250
7 20 Tubo 6 20 125
8 (Blanco™) - - 20 0

*El blanco y el diluyente* utilizado fue una soluciéon que contenia sacarosa 200 mM y Hepes 20mM.
Tomado de (Rodriguez-Aguilera, 2012).

Procedimiento.

1)

2)

3)

4)

5)

Se sacé la soluciéon 1x Dye Reagent (BioRad® 500-0205) de su temperatura
de almacenamiento (4°C) y se dejé a temperatura ambiente hasta que alcanzé
el equilibrio térmico.

Se agregaron 5ul de la curva, al igual que cada una de las muestras por
duplicado en la placa de ELISA. Posteriormente se agregaron 250ul del
reactivo 1x Dye Reagent (BioRad® 500-0205) en cada pozo con la ayuda de
una pipeta multicanal.

Se incubd a temperatura ambiente por 5 min, es importante tomar en cuenta
que las muestras no deben ser incubadas por mas de una hora a temperatura
ambiente.

Pasado este tiempo se ley6 en un lector de ELISA la absorbancia de la curva
y las muestras a una A de 595 nm.

Se determin6é la concentracion de proteinas de las muestras problema,
interpolando en la curva estandar.

6.8 Western Blot.

El Western Blot (WB) o es una técnica analitica, ampliamente utilizada, para el
estudio de proteinas. Este método descrito por Towbin y colaboradores, permite la
deteccion de una proteina dentro de una muestra biolégica. La especificidad de
Western Blot se logra mediante la utilizacién de un anticuerpo que reconoce y se une
a un epitopo unico de la proteina de interés. Con esta técnica se puede estimar la

masa

molecular de una proteina, confirmar la presencia de modificaciones post-

traduccionales como la fosforilacion y ser utilizado para comparar cualitativamente
los niveles de proteinas entre muestras (Towbin H, 1979).
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Se requiere llevar a cabo una electroforesis con SDS-PAGE, para que
posteriormente el gel se pueda transferir a una membrana de nitrocelulosa o
polifluoruro de vinilideno (PVDF). Estas proteinas se transfieren mediante una
corriente eléctrica, por lo que estas quedan en la membrana, posteriormente se lleva
a cabo un bloqueo en la mayoritariamente con leche, después la exposicion de un
anticuerpo primario que reconocera primeramente a la proteina de interés, paso
seguido se dara otra exposicidon con anticuerpo secundario que reconocera al
anticuerpo primario, el secundario tiene acoplada una enzima (peroxidasa de rabano)
que reconocera su sustrato (luminol) dando una reaccion de quimioluminiscencia
(Towbin H, 1979).

Se prepararon geles de policarilamida-SDS al 8 %, ya que esta concentracion
permite que se separen proteinas de hasta 37 kDa (se utiliz6 como control de carga
GAPDH con un peso similar), también se prepararon 5 veces el volumen equivalente
a las muestras con 100 ug de proteina mezclada con el amortiguador de muestra
(adicionando el volumen de amortiguador de muestra para obtener una
concentracion final de 1x de dicha solucién). Posteriormente las muestras se
colocaron en el thermoblock a una temperatura de 95 °C por 5 min y posteriormente
en hielo por el mismo periodo de tiempo, paso seguido se cargaron 100 pg de
proteina de cada una de las muestras, asi como 5ul de marcador de peso molecular
Dual color (BioRad 161-0374EDU). La electroforesis se realizé con buffer de corrida
a 100 V durante 2 h y 30 min.

Las proteinas se transfirieron a membranas Immobilon®-P (Millipore IPVH00010)
previamente activadas en metanol. Se utiliz6 amortiguador de transferencia con
metanol y se transfirid a 100 V por 1 h y 45 min.

Una vez transferidas las membranas, se dispuso a tefirlas con rojo de Ponceau, para
garantizar que todas proteinas se hayan transferido, evaluar que no se hayan
degrado ademas verificar ausencia burbujas al momento de transferir.

Posteriormente las membranas se bloquearon por 1 h a temperatura ambiente con
leche descremada, al 5 % disuelta en TTBS 1x.

52



La siguiente tabla muestra las condiciones en que se utilizaron los anticuerpos

primarios, para cada una de las proteinas a evaluar.

Tabla 1: Anticuerpos primarios utilizados para la determinacion de expresion de proteinas.

Anticuerpo Origen Marca, numero de Condiciones de
catalogo y lote. incubacién.
PPAR-y IgG conejo Santa Cruz 1:2000 gelatina
policlonal Biotecnology 1.5%, temperatura
ambiente en
sc-7196; E0611 agitacion toda la
noche.
Colagena tipo | IgG cabra Santa Cruz 1:500 leche 5%,
policlonal Biotecnology 4°C en agitacién
toda la noche.
sc-25974; J1614
GAPDH IgG ratén MilliporeTM 1:2000 leche 5%,
Monoclonal 4°C en agitacién
MAB374; 2521487 toda la noche.

Después de la incubacion con el anticuerpo primario, las membranas se sometieron
a 5 lavados de 5 min en agitacion con TTBS 1x para eliminar el anticuerpo que no se
unié a su blanco. En seguida se incubaron con los anticuerpos secundarios con las

condiciones establecidas en la siguiente tabla.

Tabla 2: Anticuerpos secundarios utilizados para la determinacion de expresion de proteinas.

Anticuerpo Origen Marca, numero de Condiciones de
catalogo y lote incubacion
Anti-conejo IgG-HRP Cabra Jackson 1:10000 gelatina
1.5% temperatura
ambiente en
agitacion 2h.
Anti-raton IgG-HRP Cabra Santa Cruz 1:10000 leche 5%
Biotecnology temperatura
ambiente en
sc-2005; F0412 agitacion 2h.
Anti-cabra IgG-HRP Burro Santa Cruz 1:10000 leche 5%
Biotecnology temperatura
ambiente en
sc-2020; F2612 agitacion por 2h.
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Una vez terminada la incubacién con el anticuerpo secundario las membranas se
sometieron a lavados con TTBS 1x como ya describio.

Para revelar se utilizaron 250 pL del sustrato West Femto (Thermo Scientific 34095),
asi como equipo Li-Cor el cual permite visualizar las imagenes en la computadora, al
escanear y tomar fotografias en determinado tiempo a las membranas previamente
expuestas con el sustrato.

Para remover los anticuerpos y volver a evaluar la membrana con otros anticuerpos,
se le aplico un stripping el cual consiste en lavar 2 veces la membrana a temperatura
ambiente y en agitacion por 15 min con buffer stripping, dos veces durante 10 min
con PBS 1x y una vez durante 5 min con TTBS 1x seguido por el bloqueo de la
membrana con leche descremada al 5 % en TTBS durante 1 h.

7. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se realizé utilizando la prueba de ANOVA ordinaria, ademas de
un analisis de comparaciones multiples utilizando el método de Tukey, para ello se
utilizé el software prism statistics.
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8. RESULTADOS.

8.1 Tabla 3: Caracteristicas macroscopicas de los corazones de cada condicion
en la etapa de remodelacién cardiaca.

Condicién Imagen Descripcidn

Corazén completo  Corte transversal
Se observa un corazén
de color rojo brillante,
Control cavidades ventriculares
uniformes sin presencia
de algun tipo de danio.

Se observa un corazon
de coloracién rojo
4IFC brillante, sin la presencia
de algun tipo de dano.

Corazén con infarto en la
region apical (zona
blanquecina), los
Iso+4ss ventriculos a diferencia
de los controles se
pueden observar muy
engrosados y la luz muy
disminuida.

Corazédn con infarto en la
zona apical de una
coloracion  blanquecina,
Iso+41FC los ventriculos también
presentan engrosamiento
pero en menor grado en
comparacion con el
corazon Iso+4ss.

La tabla 4 muestra los corazones de cada condicion, en donde se puede observar
que tanto el control como el tratado con el compuesto IFC-305 no presentan ningun
grado de dafio ya que su aspecto macroscépico se encuentra normal, ademas de los
ventriculos.



Sin embargo en el corazon tratado con Isoproterenol se puede observar la presencia
de una lesion de color blanquecina en la zona apical, parte caracteristica de un
infarto, el tamafio de los ventriculos se encuentra aumentada y por lo tanto la luz de
la pared ventricular se encuentra disminuida, si comparamos la lesién de estos
ventriculos con la lesidon de los ventriculos de la condicion Iso+4IFC podemos evaluar
que el tamano de los ventriculos es menor y por ende la luz de la pared ventricular
estd menos disminuida.

8.2.1 Resumen de la descripcidon de los cortes transversales de corazén de rata
tratados con Isoproterenol, de cada una de las condiciones en la etapa de
remodelacion cardiaca.

Figura 19. Tejido cardiaco de rata fijado en paraformaldehido, tefiido con Tricromica de Masson.
Esta tincion permite observar las fibras de colagena de color azul y las fibras miocardicas de color
morado. Estas micrografias panoramicas 1.5x, muestran los cortes transversales de la zona apical de
cada condicion. Se observa que con Iso + 4SS existe una alta deposicion de colagena, en comparacion
con Iso + 4IFC en donde se observa una disminucion de fibras de colagena.
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8.2.2 Esquema y micrografia de un corazén control, histologias tefidas con
tricromica de Masson.

CONTROL

Figura 20. Esquema y micrografias de un corazén control. A. Esquema donde se
observan los cortes transversales del corazén que va desde la base (1) hasta la zona apical
(5).B. Micrografia panoramica de la zona apical del corazén sin lesiones visibles, Masson 1.5x.
C. Aumento de la zona anterior del ventriculo izquierdo donde se puede observar vasos
sanguineos rodeados por tejido conjuntivo de color azul, Masson 2.5x.
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8.2.3 Esquema y micrografias de un corazén tratado con Isoproterenol,
histologias tefidas con tricromica de Masson en la etapa de remodelaciéon

cardiaca.

Iso+ 4ss

Figura 21. Esquema y micrografias de un corazén tratado con Iso +4ss.A. Se observan los
cortes transversales del corazén, en donde se localizan los focos de infarto en cada rebanada
y que se calcularon corresponden aproximadamente a un 20 % de las superficies de corte. B.
Micrografia panoramica de la zona apical del corazén en donde se observa un infarto
circunferencial de tipo subendocardico en el ventriculo izquierdo Masson 1.5x. C. Aumento del
tabique interventricular en dénde se observa la deposicion de fibras de colagena en color azul.
También se observa la presencia de fibroblastos por nucleos de color rojo, Masson 2.5x.
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8.2.4Esquema y micrografias de un corazén tratado con Isoproterenol mas
cuatro dosis de IFC-305, histologias teiiidas con tricromica de Masson, en la
etapa de remodelaciéon cardiaca.

Iso+ 4IFC

Figura 22. Esquema y micrografias de un corazoén tratado con Iso + 4IFC. A. Se observan
los cortes transversales del corazén en donde se encuentran los focos de infarto en cada corte
y que corresponden aproximadamente al 10 % de la superficie total de las rebanadas. B.
Micrografia panoramica de la zona apical del corazén dénde se observa un infarto de tipo
subendocardico del ventriculo izquierdo, Masson 1.5x. C. Acercamiento de la zona del
ventriculo izquierdo en donde observa la deposicion de fibras de colagena de forma
disminuida, Masson 10x, en comparacién con las micrografias de la figura 3.
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8.2.5 Esquema y micrografias de un corazén tratado con cuatro dosis de IFC-
305, histologias tefidas con tricromica de Masson.

41FC

Figura 23. Esquema y micrografias de un corazon tratado con 4IFC. A. Se observan los
cortes transversales del corazoén sin focos de infarto. B. Rebanada apical completa, Masson
1.5x. C. Porcién lateral del ventriculo izquierdo, Masson 2.5x.
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8.2.6 Acercamientos de cortes histolégicos de cada condicion, grafica que
muestra el porcentaje de la zona infartada en la etapa de remodelacion
cardiaca.

Vaso de
neoformacion

Colagena

s/
A T Endocardio

\ A Macroéfago

A

Miofibroblasto

—

Figura 24. El compuesto IFC-305 reduce en 50% el area de infarto provocado por
Isoproterenol.
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Figura 24. El compuesto IFC-305 reduce en 50% el area de infarto provocado por
Isoproterenol. Masson 2.5x, muestran los cortes transversales de la zona apical de cada
condicion. Se observa que con Iso + 4ss existe una alta deposicion de colagena, en
comparaciéon con Iso + 4IFC en donde se observa una disminucion de fibras. La grafica
muestra el porcentaje de infarto de cada condicién, en dénde se puede apreciar a los
corazones tratados con ISO+ 4IFC, la reduccion es del 50% del area de infarto, con respecto a
los corazones Iso + 4ss. **** Diferencia significativa (p< 0.0001) con respecto al control. ***
Diferencia significativa (p< 0.001) con respecto al control y a Iso + 4ss. # Diferencia
significativa (p< 0.0001) con respecto a Iso + 4ss.

8.3 Evaluacién enzimatica de CK-MB y LDH en la etapa de infarto

Gréfica 6: Evaluacion de la actividad enzimatica de CK-MB a las 12 h. Para validar el
efecto de Isoproterenol, medidas a las 12 h posterior al tratamiento con Iso (n= 3 ratas por
grupo) (2 determinaciones por grupo).
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Grafica 7. Evaluacién enzimatica de la actividad enzimatica de LDH a las 12 h. Para validar
el efecto de Isoproterenol, medidas a las 12 h posterior al tratamiento con Iso (n=3 ratas por
grupo) (2 determinaciones por grupo). *** Diferencia significativa (p<0.001) con respecto a Iso +
4ss.

Estos ensayos se hicieron con el propdsito de poder validar el modelo
bioquimicamente en la etapa de infarto (12 h posteriores a la administracién con Iso),
ademas de evaluar el efecto del compuesto IFC-305 sobre esta actividad.

Al analizar la actividad enzimatica de CK-MB, podemos observar que en la etapa de
infarto se encuentra disminuida, Chagoya y colaboradores en 1997 encontraron que
esta actividad llega a su pico maximo a las 3 h posterior al tratamiento con Iso, por lo
tanto hay una caida del la actividad a las 12 h. Al evaluar el efecto del IFC-305 sobre
esta enzima podemos encontrar que no hay una disminucion de manera significativa
(Grafica 6).

Cuando se evalua la actividad enzimatica en sueros ratas a las cuales unicamente
se les administré el compuesto IFC-305, hay una tendencia a la disminucion pero no
es significativa.

Con la enzima LDH se observa una tendencia al aumento, lo cual indica que
efectivamente se indujo un dafo cardiaco. Por otro lado cuando se evalud el efecto
del IFC-305 sobre esta actividad, se encontr6 que el compuesto no baja
significativamente los niveles de esta.
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Cuando se observa la actividad enzimatica de los sueros de ratas a la cuales se les
administré el compuesto IFC-305, unicamente se observa una tendencia a la
disminucién, pero no es significativa (Grafica 6).

Cabe mencionar, que en la evaluacion de ambas enzimas se trabajaron con 2
condiciones distintas de induccion de infarto, la primera representada por barras
rojas indica unicamente la administracion de Isoproterenol via s.c., la otra condicion
representada por barras anaranjadas indica que ademas de la administraciéon de Iso
via s.c., también se administré solucién salina via i.p., como control del compuesto
IFC-305, la primera condicidn fue utilizada por Chagoya y colaboradores en el afio de
1997, cuando unicamente se llevo a cabo la caracterizacion del modelo, en este caso
se pretende evaluar el efecto del compuesto por lo que se decidié administrar
solucion salina i.p. como control. Por lo tanto, es importante mencionar que se
trabajo con la condicion Iso+4ss, en la evaluacion de cortes histologicos asi como en
la evaluacién de niveles de proteina.

8.4 Evaluacién de la cantidad de colagena | y PPAR-y en la etapa de
remodelacion cardiaca.

Gréfica 8. Evaluacion de la proteina colagena I. Mediante Western Blot a las 96 horas después de
tratamiento con Isoproterenol, los resultados estan normalizados contra la expresion de GAPDH (n= 3
ratas por grupo) (3 determinaciones por grupo).* Diferencia significativa (p<0.05) con respecto al
control. **** Diferencia significativa (p< 0.0001) con respecto a Iso + 4ss.
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Grafica 9. Evaluaciéon de la proteina PPAR- y. Mediante Western Blot a las 96 horas después de
tratamiento con Isoproterenol, los resultados estan normalizados contra la expresién de GAPDH (n= 3
ratas por grupo) (3 determinaciones por grupo).” Diferencia significativa (p<0.05) con respecto a Iso +
4ss.

En la grafica 7 se tiene un andlisis por densitometria de las proteinas colagena tipo |
y PPAR-y, en donde se muestran los niveles de estas evaluados por Western Blot a
las 96 h posterior al tratamiento con Isoproterenol y con el tratamiento del compuesto
IFC-305.

Para el caso de colagena | podemos observar que la cantidad de esta proteina en
corazones infartados aumenta de manera significativa con respecto al control, y que
la cantidad de esta proteina en corazones tratados con el compuesto IFC-305
disminuye de manera significativa con respecto al control e Iso+4ss.

Para el caso PPAR-y, podemos observar que la cantidad de esta proteina en
corazones a los cuales se les administrd Iso se encuentra disminuida, sin embargo
esta es soélo tendencia ya que no es significativa. Por otro lado, al evaluar la cantidad
de esta proteina en corazones tratados con Iso mas el compuesto IFC-305 se
encuentra que estos niveles aumentan de manera significativa con respecto al
control e Iso+4ss.
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9. ANALISIS DE RESULTADOS
Las enfermedades cardiovasculares son en conjunto, la primera causa de muerte en
nuestro pais, de ellas el infarto agudo al miocardio es la de mayor prevalencia, segun
reporta la Organizacion Mundial de la Salud (Martinez-Rios, 2014).

Después de que sucede un infarto al miocardio (IM), el ventriculo izquierdo sufre
cambios moleculares, celulares, ademas de respuestas extracelulares que resultan
en un adelgazamiento de la pared, dilatacién y disfuncion. Estos cambios repercuten
en la forma, tamano y funcion del corazéon los cuales estan denominados como
remodelacion cardiaca. Si el infarto no procede propiamente, esto podria
desencadenar ruptura cardiaca y propiamente la muerte (Yutaka Matsui, 2010).

Debido a que es un problema de salud publica, es de gran importancia poder
estudiar los mecanismos moleculares de esta patologia de manera experimental,
enfocandose en la etapa de remodelacion cardiaca ya que actualmente no existe un
tratamiento que permita disminuir el dafo cardiaco posterior al infarto, resultando
también importante el poder evaluar el compuesto IFC-305 sobre algunas proteinas
que pueden regular esta remodelacion.

Enzimologia como una forma de validar el modelo de Isoproterenol.

La ciencia de la enzimologia clinica se ha desarrollado con rapidez desde sus etapas
iniciales. Por tal motivo ha sido de gran utilidad para diagnosticar y tratar un gran
numero de enfermedades entre las cuales estan las cardiacas. Las principales
enzimas son la Lactato Deshidrogenasa (LDH) y creatincinasa fraccion MB (CK-MB)
(Shauna C. Anderson, 1992).

Se evalud la creatincinasa fraccion MB, la cual se limita exclusivamente al tejido
muscular cardiaco. La elevacion en los niveles de CK-MB tiene importancia clinica
como ayuda de laboratorio para el diagnostico de infarto agudo al miocardio (Shauna
C. Anderson, 1992). En un trabajo publicado en el afio de 1997 por la doctora
Chagoya se evaluo la actividad de dicha enzima en suero de ratas tratadas con Iso y
se encontr6 que la actividad llegaba a su pico maximo después de 3 h de
tratamiento (Chagoya de Sanchez et al., 1997). En el presente trabajo dicha enzima
se evalud en la etapa de infarto y como era de esperarse la actividad se encontrd
disminuida en sueros de ratas a las 12 h, siendo que el tiempo de pico maximo habia
transcurrido (Grafica 6). Al evaluarse la actividad en ratas que se sometieron con
tratamiento de Iso mas una dosis de IFC-305 se observa que este lote se encuentra
disminuido, sin embargo esta no es significativo lo que indica que el compuesto no
puede restaurar el grado de dafo cardiaco, por lo menos a una sola dosis. Cuando
se analiza el lote que se tratd unicamente con IFC-305 se encuentra que los niveles
de la actividad tienden a una disminucion con respecto al control (Grafica 6), esto
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puede ocurrir ya que como se sabe, la adenosina aumenta la concentracion de AMPc
la que a su vez fosforila a la creatina, la cual es dependiente de ATP, al haber una
alta concentracion de IFC-305 la actividad de esta enzima disminuye, ya que si
aumentara entonces habria una sobreproduccion de fosfocreatina (Devlin, 2000).

En la literatura esta reportado que LDH puede llegar a ser una enzima inespecifica
puesto que esta presente en casi todas células del cuerpo y presenta mayor
actividad en cerebro, eritrocitos, leucocitos, rifion, pulmén, ganglios linfaticos,
miocardio, higado y musculo esquelético, por lo que su elevacién en suero se
considera no especifica para cualquier enfermedad o afeccién (Shauna C. Anderson,
1992) . A los animales en nuestro modelo unicamente se les sometio al tratamiento
con Iso y no tuvieron otro tipo de dano, se propone que la enzima en este caso
puede fungir como especifica. Por tal motivo, en el presente trabajo se decidié validar
el modelo de Isoproterenol midiendo la actividad de lactato deshidrogenasa (LDH) en
la etapa de 12 h posterior al tratamiento con Isoproterenol. Este periodo de tiempo
coincide con la etapa de infarto (Chagoya de Sanchez et al., 1997), en donde la
actividad enzimatica en las ratas que recibieron Iso, presenta una tendencia al
incremento con respecto al control (Grafica 6), esto nos habla de un dafio ya que es
indicativo de necrosis celular, por otra parte cuando se evalué la actividad enzimatica
en ratas a las cuales se sometieron al tratamiento con Iso mas una dosis de IFC-305
se encontré que hay una ligera disminucion, la cual no es significativa, lo que
posiblemente indica que el compuesto IFC-305 a una sola dosis no podria reducir el
grado de dafo cardiaco (Gréfica 6).

Con estos datos, se puede sugerir una evaluacion de la actividad de CK-MB a las 3 h
posterior a la administracion de Iso, asi como también la evaluacién en cada una de
las etapas (preinfarto, infarto y postinfarto), tanto de LDH como de CK-MB para
investigar el tiempo en que cada una de ellas se elevan significativamente.

Cabe mencionar que los kits para LDH y CK-MB contenian un estandar humano
(control sano) que permiti6 corroborar que el sistema no mostrara diferencias
sistematicas significativas.

Estrictamente las determinaciones no permitieron validar el modelo, ya las
elevaciones no fueron significativas, sin embargo es importante destacar que en este
trabajo también se llevaron a cabo analisis histolégicos de cortes transversales de
corazon que fungieron como otra forma de validacion y que a continuacion se
describe.
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Histologia de cortes transversales de corazén para evaluar el grado de
remodelacion cardiaca posterior al infarto.

La histologia es una rama de la biologia que estudia la estructura de los tejidos
vegetales y animales permitiendo comprender su funcionamiento normal y
patolégico. Para ello emplea técnicas de tincién de acuerdo a la estructura que se
quiera analizar, en este caso se evalu6 la remodelacién cardiaca observando la
cantidad de colagena depositada en los ventriculos. En los cortes histologicos de
corazones control y los tratados unicamente con 4 dosis del compuesto IFC-305 no
se observo tejido de granulacién (alta deposicion de colagena tipo |, mioficroblastos,
vasos de neofomacién) (Figura 20) (Figura 23) , tampoco se observaron
adelgazamientos de pared ventricular, y el parénquima se conservo sin alteraciones,
lo que indica que el compuesto no altera la estructura cardiaca (Spadaro, 2009). El
corazon al tener sobre todo una cantidad estable de colagena le da el suficiente
soporte al mismo para que mantenga una forma eliptica y las condiciones mecanicas
de bombeo como la presién sistdlica y diastolica se mantengan de manera normal
(Izhak Kehat, 2016; Yutaka Matsui, 2010).

Cuando se analizaron los corazones tratados con Isoproterenol se pudo observar
una alta deposicion de colagena tipo | de coloracion morada, infiltrado inflamatorio,
ademas de vasos de neoformacién (Figura 21). La deposicién de colagena se
encontrd en el miocardio, mayoritariamente alrededor del ventriculo izquierdo, lo que
indica un infarto circunferencial, cabe destacar que esta deposicién no solamente se
encontré en este ventriculo, sino que también de manera disminuida en el ventriculo
derecho. La fibrosis observada en las histologias, actua como impedimento mecanico
sistolico y diastdlico, por lo que muy posiblemente en esta etapa de remodelacion se
pueda presentar alguna insuficiencia, por ejemplo las arritmias, estas se dan por un
evento fibrético, impidiendo que las células del miocardio no se puedan comunicar de
una manera adecuada y entonces cada una de ellas funcione de manera
independiente(Jack P.M. Cleujens; Monique J.A. Verluyten, 1995) (Chagoya de
Sanchez et al., 1997).

En la figura 24 se muestra el porcentaje de la zona infartada en déonde podemos ver
que con unicamente 4 dosis de IFC-305 se disminuye la zona de dafio hasta un 50%,
lo que podria indicar un efecto cardioprotector y antifibrético del compuesto pues al
disminuir la fibrosis disminuye también la insuficiencia cardiaca, y con ello, la
probabilidad de una muerte subita.
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Con este antecedente, seria importante poder evaluar el efecto de este compuesto
no unicamente en la etapa de remodelacion, sino que en un tiempo mas prolongado,
lo que corresponderia a una etapa de hipertrofia cardiaca ya que este fenbmeno se
da como un mecanismo compensatorio por el adelgazamiento de las paredes
ventriculares (Figura 22) (S-L Puhl and Devaux, 2015)

Cuando se analizaron los cortes histologicos de corazones tratados con Iso mas 4
dosis de IFC-305 (Figura 22), se encontré que a diferencia de los corazones tratados
con el 3 adrenérgico, el porcentaje de la zona infartada disminuyd, observandose una
deposicion en el ventriculo izquierdo que se encontraba de manera circunferencial
pero en menor grado. Esto quiere decir que el compuesto permite que la sobrecarga
de trabajo y la falla cardiaca del corazén sea menor.

Como ya se sabe, el compuesto IFC-305 es un derivado de adenosina, en
condiciones de infarto hay un aumento de concentracién de este metabolito, ya que
esta reportado que es sumamente importante en el aporte energético de la célula, al
haber un requerimiento energético mayor, hay un aumento en dicha molécula y por
consecuencia una mayor sobrevivencia por parte de los cardiomiocitos (K. Mubagwa,
1996; Wang-Soo Lee, 2015) . El compuesto IFC-305 presenta un tiempo de vida
mayor a la adenosina, lo que permite un mayor efecto en el corazoén.

Este estudio permitié validar el modelo de Isoproterenol ya que se indujo un dafo al
miocardio, ademas de que permitié corroborar el efecto cardioprotector y antifibrético
del IFC-305 tras un infarto.

El siguiente punto que se aborda en este trabajo es analizar el efecto del compuesto
IFC-305 sobre la colagena tipo | y PPAR-y en la etapa de remodelacion cardiaca.

Figura 25. Cortes transversales de corazén. Del lado izquierdo se pueden observar ventriculos
normales, del lado derecho podemos ver los ventriculos dilatados lo que nos habla de una hipertrofia
cardiaca posterior al infarto (Valencia, 2007).
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Efecto del compuesto IFC-305 sobre algunas proteinas que pueden regular la
remodelacion cardiaca.

En los estudios que se realizaron mediante Western Blot para colagena | se observo
que la cantidad de esta proteina en ratas a las que unicamente se sometid
tratamiento con Isoproterenol estd aumentada de manera significativa con respecto
al control, esto en primera instancia nos arroja la presencia de fibrosis en el tejido,
presente también en las histologias previamente mencionadas (Grafica 7).

Se ha visto que el TGF- es una citocina fibrogénica de la matriz extracelular y que
juega un papel importante en el desarrollo de fibrosis cardiaca (Martin G. St. John
Sutton, 2000). Su estimulacion induce la transformacion de fibroblastos en
miofibroblastos, que son los que enriquecen las sintesis de proteinas de la MEC,
esto podria explicar el incremento significativo de la colagena I. La fibrosis esta
asociada con el aumento de este factor transformante que por lo tanto, contribuye a
las cardiomiopatias como engrosamientos, disfuncion valvular y arritmias (Buja,
2014).

Cuando se analiz6 la cantidad de colagena | en las ratas tratadas con Isoproterenol
mas 4 dosis de IFC-305 se observo que la cantidad de dicha proteina disminuyé
significativamente con respecto al control y al grupo Iso + 4ss, esto concuerda con lo
observado en las histologias, lo cual indica que efectivamente no hubo un dafo
tisular tan marcado y por lo tanto la reparacion fue menor (Gréfica7).

Recientemente en el laboratorio, se midieron los niveles de RNAm de Collal por RT-
gPCR en la etapa de remodelacion cardiaca y el efecto del compuesto IFC-305 sobre
estos, encontrandose que para las ratas a las cuales se les administro Iso, este
transcrito se encuentra aumentado de manera significativa con respecto al control, lo
que concuerda con el aumento de la proteina, cuando se evalua el efecto del
compuesto sobre este transcrito se puede observar una tendencia a la disminucion
con respecto al control, dicha disminucidén concuerda con lo observado en los niveles
de proteina (Grafica 3) . Existen estudios como el de Cleujens y colaboradores en
1995 en donde se encontraron aumentos de RNAm y proteina de procolagena | a los
4 dias después de la induccién de infarto en ratas que le dieron la caracteristica de
tejido de granulacion (Jack P.M. Cleujens; Monique J.A. Verluyten, 1995).

La regulacion de colagena no solamente depende de TGF-B3, existen mecanismos
que regulan negativamente a esta molécula, se ha visto que PPAR-y tiene un papel
en la modulacién de esta proteina. Algunos estudios han reportado a los PPAR’s
implicados en la remodelaciéon de matriz extracelular, estrés oxidativo, ademas de
regulacion de ciclo circadiano (Wang-Soo Lee, 2015).
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Ding y colaboradores en 2007 corroboraron el papel de PPAR-y en fibrosis, en
donde se depletd el gen para tal proteina observandose la presencia de una alta
cantidad colagena | depositada en corazones knockout (tincion tricrémica de
Masson) (Ding et al., 2007), este factor de transcripcién regula negativamente la
transcripcion del gen Collal, ya que su promotor tiene un sitio de union al factor de
transcripcion NF-1, el cual interacciona con una la proteina p300 y estimula la
transcripcion del gen. PPAR-y funciona como un inhibidor competitivo de p300,
desplazandolo al unirse a NF-1 e inhibiendo la transcripcion (Yavrom, et al, 2005)

Figura 26. Mecanismo por el cual PPAR-y regula la expresion de Colagenall.

Cuando se analizaron los niveles de PPAR-y en muestras tratadas unicamente con
Isoproterenol, se encontr6 que mostraban una tendencia a la disminucion con
respecto al control (Grafica 7), por lo que existe una posibilidad de que no
unicamente PPAR-esté regulando a la colagena, posiblemente TGF-$ y Angiotensina
Il estén regulando positivamente la expresion de esta proteina, ademas de inducir la
transdiferenciacion de los fibroblastos. Cuando se evaluaron los niveles de PPAR-y
en ratas tratadas con Isoproterenol mas 4 dosis de IFC-305 se encontré un
incremento significativo de esta proteina con respecto al grupo Iso + 4ss (Grafica 7),
lo que indica que en este grupo, es posible que colagena | esté siendo regulada
negativamente por este factor de transcripcion, ya que al disminuir la zona de
necrosis la presencia de dafio es menor y por consiguiente la expresién de la
proteina profibrogénica disminuye.

71



Chagoya y colaboradores en el 2015 evaluaron la expresion de RNAm de Pparg por
RT-gPCR en la etapa de remodelacion cardiaca ademas del efecto del compuesto
sobre estos transcritos, en corazones unicamente tratados con Isoproterenol, se
encontré una disminucion significativa con respecto al control lo que concuerda con
la tendencia a la disminucién de la proteina (Grafica 4), al evaluarse el efecto del
compuesto se encuentra una tendencia al aumento, este aumento también lo
presenta la proteina solo que en este caso este aumento si es significativo (Murillo-
de- Ozores, comunicacion personal).

En la matriz extracelular, existen una gran cantidad de proteinas capaces de regular
la comunicacion entre célula-célula, pero también existen aquellas, como la
colagena, que tienen la funcién de conferir soporte y elasticidad al corazén, por lo
tanto resulté de gran importancia poder evaluar el efecto del compuesto sobre esta
proteina ademas de un correpresor muy importante como lo es PPAR-y. Esto nos
permitié corroborar el efecto antifibrético del compuesto en la etapa de remodelacion
cardiaca.
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10. CONCLUSIONES.

. Se valido el modelo de Isoproterenol, mediante estudios enzimaticos de LDH y
CK-MB, medidas en la etapa de infarto esto es, alas 12 h.

. Se validé el modelo de Isoproterenol, mediante estudios histopatologicos de
cortes transversales de la zona apical del corazén a las 96 h después del
tratamiento con Iso.

. Se comprobo el efecto cardioprotector del compuesto IFC-305, al disminuir el
grado de dafio en un 50% en cortes histoldgicos.

. El compuesto disminuye los niveles de colagena | en tejido cardiaco a las 96
h.

. El compuesto aumenté los niveles del factor de transcripcion PPAR-y en tejido
cardiaco a las 96 h, que concuerda con la disminucion de la colagena |.

. Con los datos que se tienen es posible que el efecto antifibrogénico esté
sustentado por la disminucién de colagena | y aumento del factor de
transcripcion PPAR-y.
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11. PERSPECTIVAS

Debido a que existen diferentes proteinas que regulan el proceso fibrogénico en el
corazon seria importante el poder evaluarlas, tales como TGF-3 ya que se sabe que
esta via se activa durante este proceso.

Sabiendo que el compuesto presenta propiedades antifibrogénicas, el siguiente
punto seria poder dilucidar el mecanismo de accion por el cual el compuesto ejerce
Su accion.

Seria de gran interés el poder evaluar el efecto del compuesto durante un periodo de
tiempo mas prolongado.
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Apéndice 1: Preparacién de soluciones

e Tratamiento de animales de laboratorio.

Isoproterenol

44.6mg/mL

IFC-305

de solucion salina.

Disolver 1g del compuesto en 50mL

Solucién salina

Vehiculo cbp

e Determinacién del comportamiento de algunas proteinas que participan en la

remodelacion cardiaca posterior al infarto.

Acrilamida 30%

Disolver 29g de acrilamida y 1g de N,N’-
methilenbisacrilamida en un volumen total
de 60mL de agua. Calentar la solucién a
37°C para disolver las sustancias. Verificar
que el pH de la solucién sea igual o menor
a 7.0. Almacenar en frasco ambar a 4°C.

Gel separador de Para 10mL

poliacrilamida 8% Agua 4.0mL
Acrilamida 30% 3.3mL
Tris (pH 8.8) 1.5M 2.5mL
SDS 10% 0.1mL
Persulfato de amonio 10% 0.1mL
TEMED 0.004mL

Gel concentrador de Para 3mL

poliacrilamida Agua 1.72mL
Acrilamida 30% 0.5mL
Tris (pH 6.8) 0.5M 0.76mL
SDS 10% 0.03mL
Persulfato de amonio 10% 0.03mL
TEMED 0.003mL

Amortiguador de muestra 4x Para 10mL
Tris-HCI 1mol/L pH 6.8 2.0mL
2-mercaptoetanol 1.6mL
SDS 10% 4.0mL
Azul de bromofenol 0.02g
Glicerol 2.0mL
Agua destilada estéril cpb  10mL

Amortiguador de corrida 10% | Glicina 1449
Tris-base 30g
SDS 10% 100mL
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Agua destilada estéril cbp

100mL

Amortiguador de transferencia

Para 1L

Glicina 2.9¢g
Tris-base 5.8¢9
Metanol 200mL
Agua desionizada cpb 1000mL
TBS 10x Para 1L
Tris-HCIl pH 7.5 200mL
NaCl 2829
Agua desionizada cpb 1000mL
TTBS 1x Para 1L
TBS 10x 100mL
Tween 20 500uL
Agua desionizada cpb 1000mL
Amortiguador de stripping pH | Para 500mL
2.2 Glicina 7.59
SDS 0.5g
Tween 20 5.0mL
Agua desionizada cbp 500mL
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ANEXO 1: ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS
Creatincinasa fraccion MB (CK-MB).

Método de Tukey para Significancia
comparaciones multiples
IFC vs Control No
IFC vs Iso No
IFC vs Iso + ss No
IFC vsIso + IFC No
IFC vs Estandar Sj **
Control vs Iso No
Control vs Iso + ss No
Control vs Iso + IFC No
Control vs Estandar Y
Iso vs Iso + ss No
Isovslso + IFC No
Iso vs Estandar S *eee
Iso + ssvslso + IFC No
Iso + ss vs Estandar Sj ***
Iso + IFC vs Estandar Gj *rrE

Lactato Deshidrogenasa (LDH).

Método de Tukey para Significancia
comparaciones miultiples

IFC vs Control No

IFC vs Iso Si ***

IFC vs Iso + ss Si ***

IFC vsIso + IFC Si**
IFC vs Estandar No
Control vs Iso No
Control vs Iso + ss No
Control vs Iso + IFC No
Control vs Estandar Si**
Iso vs Iso + ss No
IsovsIso + IFC No

Iso vs Estandar Si
Iso + ssvslso + IFC No

Iso + ss vs Estandar Si

Iso + IFC vs Estandar Si




Porcentaje de infarto

Método de Tukey para
comparaciones multiples

Significancia

Control vs Iso + 4ss Gj *ewrr
Control vs Iso + 4IFC Sj ***
Control vs 4 IFC No
Iso + 4ss vs Iso + 4IFC Sj ***
Iso + 4ss vs 4IFC gj *e
Iso + 41FC vs 4IFC Sj **+

Receptores Activados por Proliferadores Peroxisémicos (PPAR-y)

Método de Tukey para
comparaciones multiples

Significancia

Control vs Iso + 4ss No
Control vs Iso + 41FC No
Iso + 4ss vs Iso+ 4IFC Si*

Colagena tipo |

Método de Tukey para
comparaciones miultiples

Significancia

Control vs Iso + 4ss Si *
Control vs Iso + 41FC Si *
Iso + 4ss vs Iso + 4|IFC Gj *Hxx
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