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1.- INTRODUCCION

El sistema cardiovascular esta constituido principalmente por el corazon y tiene como funcion
primordial originar y mantener la circulacion sanguinea. El corazén bombea sangre a traves del cuerpo
por medio de un sistema de contraccién cardiaca, es un musculo formado por cuatro cavidades, dos
auriculas y dos ventriculos; tiene un peso aproximado de 250 y 300 gramos y se encuentra localizado
en el interior del térax, por encima del diafragma. (PROPEDEUTICA CLINICA Y SEMIOLOGIA
MEDICA)

La enfermedad cardiovascular es un problema de salud publica global, contribuye con cerca del 30 %
de la mortalidad y el 10% de las enfermedades a nivel mundial. En 2005, de un total de 58 millones
de muertes, 17 millones fueron causadas por enfermedades cardiovasculares, de las cuales, 7.6
millones fueron provocadas por enfermedad coronaria. (Gao, Lei, Shang, & Huang, 2010)

Las enfermedades cardiovasculares son la causa principal de mortalidad en mujeres de los Estados
Unidos y alrededor del mundo. La enfermedad coronaria en mujeres ha sido poco estudiada,
diagnosticada y tratada. Desde 1984, la cifra anual de enfermedades cardiovasculares ha tenido mayor
incidencia en mujeres. De igual manera, el numero de personas que viven 0 mueren con
enfermedades cardiovasculares es mas propenso en mujeres que en hombres. (Mehta, Beckie,
Theresa, De Vonn, & Grines, 2016)

Elinfarto miocardico (IM) es una de las cinco principales manifestaciones de la enfermedad coronaria.
En las ciudades de alto y medio-bajo ingreso econémico representa un problema de salud en
constante aumento, debido a diferentes factores, tales como una dieta poco saludable, inactividad
fisica, obesidad, abuso del tabaco, diabetes, presion alta y lipidos anormales en la sangre. (Shanthi
Mendis, 2008-09)

El IM es definido por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como la demostracién de necrosis
celular del miocardio, a causa de una isquemia significante y prolongada. Es comun, pero no es
siempre una manifestacion aguda de aterosclerosis relacionada a la enfermedad coronaria. Es decir,
la muerte del musculo cardiaco causada por la falta de oxigeno. Esto sucede cuando el flujo de sangre
es detenido abruptamente, al ser ocasionado por un tapén plaquetario alguna sustancia mayormente
compuesta de grasa, colesterol y productos de desecho celular. (Shanthi Mendis, 2008-09)

El Sistema Renina Angiotensina Aldosterona (SRAA) desempefia un papel fundamental en el
mantenimiento de la presion arterial y el volumen extracelular; consiste en una serie de proteinas y
péptidos que reaccionan en una cascada para desencadenar una serie amplia de acciones. Los




componentes esenciales del sistema son angiotensindgeno, renina, Enzima Convertidora de
Angiotensina (ECA) y varias angiotensinas, siendo la mas importante la Angiotensina Il. (Wein, 2009)

El objetivo de este trabajo consistié en seguir la expresion del ARN mensajero de los receptores de
Angiotensina Il (AT1y AT.), ademas de la expresion del ARN mensajero de la Enzima Convertidora
de Angiotensina en ratas Wistar hembra, en las cuales se indujo el Infarto miocardico a través de la
oclusion de la arteria coronaria izquierda durante 48 horas, 1, 2, 3 y 4 semanas.

2.- SISTEMA CARDIOVASCULAR

El sistema cardiovascular esta formado por el corazén, los vasos sanguineos (también conocidos
como vasculatura), las células y el plasma de la sangre. Los vasos sanguineos que transportan la
sangre que proviene del corazén son llamados arterias, mientras que los que llevan la sangre de
retorno al corazon se denominan venas. En la figura 1 podemos observar un modelo funcional del
aparato cardiovascular. (Silverthorn, Fisiologia humana: un enfoque integrado, 2009)

El sistema cardiovascular es el encargado de proporcionar un rapido transporte de nutrientes a los
tejidos de nuestro cuerpo y de permitir una rapida eliminacion de los productos de desecho. En
organismos mas pequefos no es necesaria la presencia de un sistema como este, ya que, a traves
de una simple difusion, los nutrientes pueden llegar a todo el organismo. (Evans, 2013)
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Figura 1. Modelo funcional del aparato cardiovascular (Silverthorn, Fisiologia humana: un enfoque integrado, 2009)




Estos nutrientes son transportados en la sangre; la cual funge como un vehiculo que se dirige al cuerpo
con ayuda de los ya mencionados vasos sanguineos. La fuerza que traslada la sangre por el cuerpo
es proporcionada por el corazéon mediante latidos cardiacos y la tension arterial. El sistema
cardiovascular permite a los nutrientes difundirse por el sistema desde sus fuentes (por ejemplo el
oxigeno desde los alveolos), recorrer grandes distancias rapidamente, distribuirse en los tejidos que
son necesarios, entre otras funciones. Este tipo de proceso se denomina transporte por conveccion y
es un proceso activo, ya que requiere gasto de energia. (Evans, 2013)

Algunas de las tareas que realiza el sistema cardiovascular son (Evans, 2013):

e Transporte rapido de nutrientes como: aminoacidos, oxigeno, glucosa, acidos grasos, entre
otros.

e Eliminacién de desechos del metabolismo (dioxido de carbono, urea, creatinina, entre otros.)

e Control hormonal, transportando las hormonas a sus érganos diana y secretando sus propias
hormonas.

e Regulacién de temperatura, controlando la distribucion de calor entre el centro del organismo
y la piel.

e Reproduccion, dando lugar a la ereccion del pene y a la nutricién del feto a través de un
complejo sistema de flujo de sangre placentario.

o Defensa del huésped, transportando células inmunitarias, antigenos y otros mediadores.

El sistema cardiovascular puede compararse con una bomba muscular (corazén) equipada con
valvulas unidireccionales y un sistema de tuberias grandes (arterias y venas) y pequefias (capilares)
por el que circula la sangre.

3.- CORAZON

La sangre debe ser bombeada constantemente a través de los vasos sanguineos, para que pueda
alcanzar las células del organismo e intercambiar sustancias con ellas, para lograrlo, el corazon late,
aproximadamente, 100 000 veces por dia, lo que suma un total de 35 millones de latidos anuales.
Incluso cuando dormimos, nuestro corazén bombea 30 veces su propio peso por minuto (5 1), lo que
significa mas de 10 000 litros de sangre en un dia y 10 millones de litros al afio; como el corazén
bombea mas vigorosamente cuando se esta activo, el volumen de sangre bombeado al corazén en
un solo dia es todavia mayor. La principal funcién del corazén es el bombeo de la sangre hacia los
pulmones y el resto del cuerpo por dos circulaciones distintas: un circuito para los pulmones y otro
para el resto del organismo. (Duran, 2011)




3.1 Anatomia del corazon

Considerando todas sus funciones, el corazén es un érgano relativamente pequefio (Figura 2), casi
del mismo tamarfio que un pufio cerrado. Este drgano se encuentra en el mediastino, a la izquierda de
la linea media, justo encima del diafragma, sujeto entre los bordes medial e inferior de los pulmones.
(Tértora & Derrickson, 2013)
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Figura 2. Localizacion anatémica del corazén. (Duran, 2011)

El corazén se encuentra alojado entre el esterndn y las partes contiguas de los cartilagos costales, del
tercero al sexto. El area del térax sobre el corazdn es el pericardio. Debido a la forma del cono del
corazdn, en la figura 3 se diferencian la porcidn superior mas ancha que se denomina base y el vértice
mas estrecho es conocido como punta o apex. (Ball & Dains, 2015)

A su vez, esta comprendido por diferentes capas, cuyos nombres son: pericardio, epicardio, miocardio
y endocardio. El pericardio es una membrana que rodea y protege al corazdn, mantiene al corazon en
su posicién en el mediastino y, a la vez, otorga suficiente libertad de movimientos para la contraccion
rapida y vigorosa. El epicardio se divide en dos partes principales, el pericardio fibroso y el pericardio
seroso. (Evans, 2013)




Arteria cardtida
/ comun izquierda

Arteria

braquiocefalica . .
Arteria subclavia
p izquierda
Valvula pulmonar.
/Cayado de la aorta
Vena cava

superior )
—__ Arterias

~ pulmonares
izquierdas
Venas
pulmonares

Arterias
pulmonares
derechas

Venas

- < izquierdas
pulmonares < o ™ Auricula
derechas izquierda
2 3 Viélvula
Auricula derecha =~ mitral
‘ Valvula
Valula adrtica
tricispide
Ventricule derecho Venlriculo
- izquierdo
Tabique Apex

intarventricular

Figura 3. Anatomia interna del corazén (Ball & Dains, 2015)

3.1.1 Capas del corazén

La pared del corazon esta formada por tres capas: la externa o epicardio, la media o miocardio y la
interna o endocardio. El pericardio fibroso es mas superficial y estd compuesto por tejido conectivo
denso, irregular, poco elastico y resistente. Es semejante a un saco que yace sobre el diafragma y se
fija en él. El pericardio fibroso evita el estiramiento excesivo del corazén, provee proteccion y sujeta el
corazdn al mediastino. El pericardio seroso es mas profundo, delgado y delicado y forma una doble
capa alrededor del corazén. La capa parietal externa del pericardio seroso se fusiona al pericardio
fibroso. (Ball & Dains, 2015)

El epicardio, la fina capa muscular externa, cubre la superficie del corazén y se extiende hacia los
grandes vasos, esta constituido por el mesotelio y un delicado tejido conectivo que o dotan de una
textura suave y lisa. El miocardio es la gruesa capa media y se encarga de la accion de bombeo del
corazon, a pesar de que su musculo estriado es semejante al esquelético, el musculo cardiaco, al igual
que el musculo liso, es involuntario. (Tortora & Derrickson, 2013)

Finalmente, tenemos la capa mas interna: el endocardio, que es una fina capa de endotelio que yace
sobre una capa delgada de tejido conectivo; tapiza las camaras cardiacas formando una pared lisa y
recubre las valvulas cardiacas. El endocardio se comunica con el endotelio de los grandes vasos que
llegan y salen del corazén. (The Cardio Research Web Project, 2018)
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Figura 4. Anatomia externa del corazén (Ball & Dains, 2015)

3.1.2 Auriculas y ventriculos

El corazdn se divide en cuatro cavidades: las dos superiores son las auriculas, derecha e izquierda, y
las dos inferiores son los ventriculos, derecho e izquierdo. La auricula y el ventriculo izquierdo
constituyen lo que, en conjunto, se denomina corazén izquierdo; la auricula y el ventriculo derechos
integran el corazon derecho (figura 4). El corazon izquierdo y derecho se encuentran separados por
un tabique hermético a la sangre, llamado septo o tabique interventricular. El surco coronario separa
las auriculas de los ventriculos en la superficie externa anterior del corazon. (Ball & Dains, 2015)

La auricula derecha recibe sangre de tres venas: la vena cava superior, la vena cava inferior y el seno
coronario. Las paredes posterior y anterior de esta auricula son diferentes entre si, siendo la posterior
una pared lisa y la pared anterior trabeculada, ya que en esta se presentan crestas musculares
denominadas musculos pectineos. La sangre pasa desde la auricula derecha hacia el ventriculo
derecho a través de una valvula llamada valvula tricispide, debido a que tiene tres valvas o cuspides.
(Tértora & Derrickson, 2013)

El ventriculo derecho comprende la mayor parte de la superficie anterior del corazon, en su interior
posee una serie de relieves constituidos por haces de fibras musculares cardiacas llamados trabéculas
carnosas; las cuales contienen fibras que conforman el sistema de conduccién cardiaco. La sangre
pasa desde el ventriculo derecho a través de la valvula pulmonar, hacia la arteria tronco pulmonar,
que se divide en arterias pulmonares derecha e izquierda Figura 4.
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Figura 5. Cavidades cardiacas y principales vasos sanguineos que rodean al corazén (Ball & Dains, 2015)

La auricula izquierda constituye gran parte de la base del corazén, recibe la sangre ya oxigenada
procedente de los pulmones a través de las cuatro venas pulmonares y su pared posterior también es
lisa. La sangre pasa desde la auricula izquierda al ventriculo izquierdo por medio de la valvula
bicuspide, la cual tiene dos valvas o cuspides. (The Cardio Research Web Project, 2018)

El ventriculo izquierdo forma el vértice o apex del corazdn y se sitla detras del ventriculo derecho, se
extiende hacia enfrente, formando el borde izquierdo del corazén (figura 4). Esta es la camara mas
muscular y sus paredes son tres veces mas gruesas que las del ventriculo derecho, con su potente
bombeo, esta cdmara impulsa la sangre a todas las partes del cuerpo mediante la aorta, con excepcion
de los pulmones. La sangre se transporta desde este ventriculo hacia la aorta ascendente a través de
la valvula adrtica, parte de esta sangre se dirige hacia las arterias coronarias, que nacen de ella e
irrigan al corazon. El resto de la sangre sigue su camino por arco o cayado aortico y la aorta
descendente. Las ramas del cayado aortico y de la aorta descendente se muestran en la figura 5 y
estas distribuyen la sangre por todo el organismo. (Ball & Dains, 2015)

3.1.3 Valvulas cardiacas

Cuando una cémara cardiaca se contrae, eyecta un determinado volumen de sangre dentro del
ventriculo o hacia una arteria. Las valvulas se abren y se cierran en respuesta a los cambios de
presion, a medida que el corazon se relaja y se contrae. Cada una de las cuatro valvulas contribuye a
establecer el flujo en un solo sentido, abriéndose para permitir el paso de la sangre y luego cerrandose




para evitar el reflujo. (Tértora & Derrickson, 2013). Las cuatro cavidades del corazon se hallan
conectadas por dos juegos de valvulas: las auriculoventriculares y las semilunares.

Las valvulas auriculoventriculares situadas entre las auriculas y los ventriculos se denominan
tricispide y mitral, estas valvulas son estructuras delgadas, a manera de hojas, que evitan el reflujo
de los ventriculos hacia las auriculas durante el periodo en que los primeros estan bombeando.

Entre la auricula y el ventriculo derechos esta la valvula tricuspide, llamada asi por estar formada por
tres valvas (o cuspides) de forma irregular, constituidas principalmente por tejido fibroso. El orificio
entre la auricula y el ventriculo izquierdos estan ocupados por la valvula mitral o bicuspide, que debe
su nombre a sus dos valvas. Esta valvula es mas fuerte y gruesa, ya que el ventriculo izquierdo es el
de mayor potencial de bombeo. (Tortora & Derrickson, 2013)

La valvula mitral, que tiene dos cuspides, separa la auricula izquierda del ventriculo izquierdo. Cuando
la auricula se contrae (diastole), las valvulas auriculoventriculares se abren, permitiendo asi que la
sangre pase a los ventriculos. Cuando estos se contraen (sistole), estas valvulas se cierran de golpe,
con lo que impiden que la sangre refluya a las auriculas.

Las valvulas semilunares estan formadas por estructuras a manera de bolsas insertadas en los puntos
en que la arteria pulmonar y la aorta abandonan los ventriculos. Ambas valvulas tienen tres cuspides
cada una. La valvula pulmonar separa el ventriculo derecho de la arteria pulmonar. La valvula aértica
se encuentra entre el ventriculo izquierdo y la aorta. La contraccién de los ventriculos (sistole) abre
las valvulas semilunares y hace que la sangre pase con fuerza a la arteria pulmonar y a la aorta.
Cuando los ventriculos se relajan (diastole), las valvulas se cierran, cortando cualquier flujo de vuelta
hacia los ventriculos. (Ball & Dains, 2015)

3.2 Suministro de sangre al corazén

El corazon obtiene el suministro sanguineo de las arterias coronarias izquierda y derecha (figura 5),
las cuales son las ramificaciones méas proximas de la aorta. El origen adrtico presenta tres dilataciones
naturales denominadas los senos adrticos (senos de Valsalva), uno entre cada cuspide de la valvula
aodrtica. Dos de estos senos, el derecho e izquierdo, dan lugar a las arterias coronarias derecha e
izquierda, respectivamente. Tipicamente, la arteria coronaria derecha es de mayor calibre que la
izquierda. (Mahadevan, 2017). Dichas arterias irrigan el miocardio y el epicardio, mientras que el
endocardio esta irrigado por difusion.




3.2.1 Arterias coronarias

La arteria coronaria izquierda tiene su origen en la aorta, a la altura del borde libre de la valva semilunar
izquierda y en el seno adrtico correspondiente; su calibre mide de 3 a 4 milimetros (término medio en
el adulto). Su primer trayecto la coloca detras del tronco pulmonar, luego a su izquierda y por ultimo,
abajo y adelante. Esta oculta por la orejuela izquierda, cubierta por el pericardio seroso, la rodean
formaciones adiposas y un rico plexo nervioso esta en contacto con sus paredes. Luego de un corto
trayecto, termina por bifurcar en una rama interventricular anterior y una rama circunfleja. (Liard &
Latarjet, 2008)

La arteria coronaria derecha nace del seno aértico, a la altura del borde de la valvula semilunar
derecha y del seno adrtico correspondiente. Tiene un calibre similar a la arteria coronaria izquierda.
Su trayecto conduce hacia abajo, hacia adelante y a la derecha, y comprende tres segmentos:
preauricular, infraauricular e interventricular posterior; los que a continuacién se describen:

e Preauricular, va desde su nacimiento hasta el borde anterior inferior del corazon.

¢ Infraauricular, donde prosigue su camino, en la porcion derecha del surco coronario.

¢ Interventricular posterior, acodada en angulo recto con el segmento precedente; aqui la arteria
se denomina rama interventricular posterior y constituye su rama terminal. Esta rama tiene
relaciones muy cercanas con la vena del mismo nombre y el seno coronario, donde esta vena
termina.

Existe siempre un equilibrio entre el calibre de las dos arterias, pero cuando su calibre no es igual, la
hipertrofia de una compensa la disminucion de calibre de la otra. La red arterial del musculo cardiaco
es extremadamente rica en medida de sus necesidades energéticas, la de los ventriculos con paredes
mas gruesas es mas densa que la de las auriculas.

Se puede decir que cada arteria coronaria irriga el latido del corazén correspondiente, asi como se
ilustra en la figura 6, pero cada lado del corazén toma una parte de su vascularizacion de la arteria
opuesta. Por ultimo, el tabique del corazén depende de las dos coronarias. La coronaria derecha irriga
la auricula derecha, los tres cuartos derechos e inferiores del ventriculo derecho, la mitad derecha de
la cara inferior del ventriculo izquierdo y el tercio posterior del tabique interventricular. La arteria
coronaria derecha irriga con mayor frecuencia a ambos nodos del sistema de conduccién cardiaca y
al fasciculo auriculoventricular.

Por otro lado, la coronaria izquierda irriga la auricula izquierda y una parte de la auricula derecha, el
tercio izquierdo de la pared anterior del ventriculo derecho, el ventriculo izquierdo, salvo la parte
correspondiente a la coronaria derecha y los dos tercios anteriores del tabique interventricular.
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3.3 Corazén y sistema nervioso

La inervacion que regula la frecuencia y la intensidad de las contracciones cardiacas proviene en los
vertebrados de ambas divisiones del sistema nervioso autdnomo: el simpatico y el parasimpatico;
ambos ejercen una accion tonica sobre el corazon, de manera que los cambios normales de la
frecuencia cardiaca dependen del balance entre ambos sistemas. Aunque la génesis del impulso
cardiaco es miogénico el corazdn se encuentra sometido a control del sistema nervioso autbnomo
(vegetativo). Los trasmisores liberados por los nervios autonomicos, afectan el automatismo alterando
las corrientes idnicas a través de las membranas de las células marcapaso. (Mufioz & Garcia, 1997)
(Ball & Dains, 2015)

Las fibras parasimpaticas preganglionares destinadas al corazon se originan en el nicleo del nervio
vago, a nivel del bulbo raquideo, cursan a lo largo del vago y llegan al llamado plexo cardiaco. Algunas
fibras hacen sinapsis en los ganglios que forman parte del plexo mientras que otras continian y hacen
sinapsis en los ganglios cardiacos intrinsecos, distribuidos bajo la superficie de las auriculas. Las fibras
posganglionares parasimpaticas inervan a los nodos SA 'y AV, al haz de His, al masculo auricular y a
los vasos sanguineos de las auriculas y de los ventriculos. En la mayoria de los mamiferos, el musculo
ventricular no recibe inervacion parasimpatica importante. (Mufioz & Garcia, 1997)

Las fibras preganglionares simpaticas nacen en las astas laterales de la médula, del primero al cuarto
segmentos toracicos y algunas veces hasta el quinto; algunas fibras contintan por las raices ventrales




y los ramos comunicantes blancos hasta los ganglios simpaticos adyacentes, mientras que otras fibras
ascienden y hacen sinapsis en los ganglios cervicales superior, medio e inferior. Las fibras
posganglionares simpaticas se distribuyen en los nodos SA y AV, en las auriculas y en forma
importante en el musculo ventricular. En resumen podemos decir que, la inervacion simpatica llega al
corazon procedente de los segmentos toracicos superiores, del asta lateral de la médula espinal y se
distribuyen en forma homogénea por todo el corazén. Mientras que la inervacion parasimpatica indica
que son ramas del nervio vago, las fibras preganglionares del vago derecho inervan fundamentalmente
el nodo SA y la auricula derecha, mientras el vago izquierdo inerva al nodo AV, la inervacion
parasimpatica a los ventriculos es muy escasa y de funcién poco conocida (Mufioz & Garcia, 1997)
(Silverthorn, Fisiologia humana: un enfoque integrado, 2009)

4 .- FISIOLOGIA CARDIACA

A medida que el corazdn late o se contrae, la sangre realiza viajes circulares continuos dentro y fuera
del corazon por el resto del cuerpo y a continuacion, de vuelta a esta, sélo para que vuelva a enfriarse
fuera.

4 1 Estructura del miocito

Las células musculares cardiacas tienen forma cilindrica alargada y ramificada en sus extremos, sus
dimensiones varian entre 5 a 15 um de diametro y entre 50 a 150 um de largo, tienen uno o dos
nucleos ovales centrales, estan envueltas por el glucocalix, el cual estd formado por grupos de
carbohidratos, lipidos y proteinas de la membrana y por tener cargas negativas adsorbidas, puede
mantener una concentracion local elevada de algunos cationes como el calcio. (Mufioz & Garcia, 1997)

Las mitocondrias del musculo cardiaco constituyen el 35% del volumen del miocito, su forma es
alargada, se encuentran entre las miofibrillas y tienen una gran area de contacto con ellas, sus crestas
son muy abundantes y junto con el gran volumen celular que ocupan, indican la importancia del
metabolismo aerdbico en estas células.

Existen tres tipos de miocitos cardiacos: los miocitos contractiles, las células de los nddulos y las fibras
de conduccion. Los miocitos de trabajo son las células contractiles principales, las células nodales
producen impulsos eléctricos cardiacos y las fibras de conduccién (fibras de Purkinje) permiten la
conduccién rapida de los potenciales de accién alrededor del corazon.




4.2 Mecanismo de acople excitacion-contraccion del musculo cardiaco

La excitabilidad del corazén se manifiesta por la capacidad que tienen sus células para cambiar su
permeabilidad cuando son despolarizadas y en consecuencia dar lugar a un flujo neto de corrientes
catidnicas entrantes a través de su membrana, lo que modifica el potencial transmembranal y genera
un potencial de accion. (Tortora & Derrickson, 2013)

El potencial de membrana en reposo de una célula cardiaca es aproximadamente de -80 mV. Este
valor se debe a la distribucion de iones a ambos lados de la membrana y a su permeabilidad
diferencial. En los miocitos cardiacos el principal determinante del potencial de membrana en reposo
es el gradiente de K*. (Evans, 2013). Manteniendo un intercambio constante entre el Na*y el K* gracias
a la bomba con el nombre de estos iones.

El potencial de accion cardiaca dura unos 300 mseg en los miocitos de trabajo. La llegada de un
potencial de accidn desde una célula proxima hace que se despolarice la membrana celular y se abran
los canales de Na*, produciendo el trazado ascendente rapido. Luego abre los canales de Ca?t,
produciendo la fase de meseta. Se abren también los canales de K*, lo que finaimente lleva a la
repolarizacion. La ultima parte de la fase de meseta esta mantenida por la accién del intercambiador
de Na*-Ca2*. En comparacion con el potencial de accién cardiaca, los potenciales de accién duran
solo 3 mseg y no tienen fase de meseta, en la figura 7 se representa una grafica que modela un
potencial de accion. (Evans, 2013)

Figura 7. Potencial de accién del musculo cardiaco de https://goo.glizngUvd

La fase de meseta producida por la entrada de Caz* modifica la fuerza de contraccion equilibrando la
concentracion de Ca?* intracelular y hace refractaria a la célula cardiaca mientras dura la contraccion,
evitando las contracciones tetanicas. Los canales de Na* son bloqueados por tetrodotoxina,
generando una penetracién y potencial de accién menores. Los canales de Ca** se boquean con




verapamilo, originando una fase de meseta y un potencial de accion mas cortos que debilitan la
contraccién. Se abren con adrenalina, que estimula esta fase y aumenta la contraccion.

Estas fases son: a) fase 0 o fase inicial de la despolarizacién, que va desde el potencial de reposo
hasta que el potencial de accién alcanza su amplitud maxima, b) fase 1, que corresponde a la
repolarizacion inicial rapida hasta el nivel de la meseta, c) la fase 2 o estacionaria, durante la cual el
potencial de membrana cambia poco (fase de meseta); d) la fase 3, que corresponde a la
repolarizacion final rapida hasta alcanzar el potencial de reposo o el valor del potencial diastélico
maximo si la célula tiene actividad marcapaso; e) fase 4, comprendida entre el final de la fase 3 y el
inicio de la fase 0 del siguiente potencial de accién. (Mufioz & Garcia, 1997)

4.3 Gasto cardiaco

El gasto cardiaco o volumen minuto es la cantidad de sangre expulsada por el corazdn en un minuto.
El gasto cardiaco se determina multiplicando la cantidad de sangre bombeada por cada ventriculo en
cada latido (volumen sistélico) por la frecuencia cardiaca.

GC = Volumen sistélico x Frecuencia cardiaca

En un hombre de tamafio medio, en reposo y en posicion supina, el gasto cardiaco promedio es
aproximadamente 5 | por minuto (70 ml x 70 latidos por minuto). En estado de reposo, el corazén
bombea de 4 a 6 | de sangre por minuto, pero en el ejercicio intenso puede impulsar hasta 4 a 7 veces
mas este volumen. El gasto cardiaco depende de la frecuencia cardiaca y del volumen sistélico; este
ultimo depende a su vez de tres factores: precarca, poscarga y contractilidad (inotropismo). (Durén,
2011)

4.3.1 Precarga y poscarga

La precarga se puede considerar como la tension desarrollada sobre la pared al final de la diastole y
por lo tanto, a la mayor elongacion de la sarcomera en reposo, en el musculo aislado se representa
como la tensidn por cm? en reposo y en el corazon intacto como la presion ejercida por el volumen
sanguineo, sobre la pared ventricular al final del periodo diastolico. Durante la sistole, los ventriculos
se contraen y generan una fuerza que debe vencer una resistencia determinada, a esta se le conoce
como poscarga y se situa fundamentalmente en la fase de contraccion isovolumetrica. Justo antes de
poder vencer la presion diastolica arterial adrtica y pulmonar para abrir las valvulas ventriculo-arteriales
e iniciar a la fase expulsiva.Cuando la precarga aumenta los ventriculos se distienden y el volumen
latido se incrementa, este mecanismo explica en parte el aumento del gasto cardiaco durante el
ejercicio como secundario al aumento del retorno venoso que induce una expansion volumétrica,
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fendmeno semejante a lo que sucede mediante la infusion de liquidos intravenosos. (Ruesga &
Saturno, 2011)

La fuerza que se opone al acortamiento de la fibra durante la sistole se conoce como poscarga, esta
varia durante la fase sistdlica conforme la presién intraventricular, aumenta y la sangre se expulsa del
ventriculo, el estrés sistolico ventricular es semejante 0 equivalente a la fuerza ejercida sobre la pared.

La poscarga se puede entender como la presion parietal sistélica: en la practica la tension arterial se
puede tomar como un factor importante de la poscarga, siempre y cuando no existan lesiones
vasculares adrticas o pulmonares, el aumento de la poscarga por si mismo tiende a aumentar la
presion interventricular que se tiene que desarrollar para poder abrir la valvula aortica o pulmonar, esto
condiciona un aumento en la tension sobre la pared, la que puede medirse en forma promediada o
bien, instantanea. El segundo componente de la poscarga es la distensibilidad aértica esto es la
capacidad de “estiramiento” de la aorta. La impedancia aértica se define como un indice de poscarga
y es la presion aértica sobre el flujo aortico instantaneo, lo que significa que la poscarga varia de
manera constante durante la fase expulsiva ventricular. (Ruesga & Saturno, 2011) (Duran, 2011) (The
Cardio Research Web Project, 2018)

5.- INFARTO MIOCARDICO

El infarto al miocardio se produce cuando se interrumpe el flujo de sangre que normalmente irriga el
musculo cardiaco y que le llega a través de las arterias coronarias principales o de alguna de sus
ramas. La falta de sangre hace que no llegue oxigeno y otros nutrientes a una parte del musculo
cardiaco. Esta falta de irrigacion ocasiona el deterioro de la funcién de dicha parte de musculo y si es
persistente (en general mas de 30 minutos), acaba provocando un dafio irreversible de la zona
muscular afectada, lo que conocemos como infarto de miocardio. (Guindo & Bayés, 2009)

La principal causante de que una arteria coronaria se obstruya y ocasione el infarto de miocardio es
la arteriosclerosis. Aunque existen otras multiples posibles causas de obstruccion coronaria (espasmo,
embolia, enfermedades inflamatorias, alteraciones congénitas, entre otros), en mas del 90% de los
casos el infarto de miocardio es debido a arteriosclerosis de las arterias coronarias. Las enfermedades
cardiovasculares son la principal causa de muerte a nivel mundial, por encima del cancer, SIDA u otras
infecciones como la malaria, tuberculosis, entre otros. En el informe de la Organizaciéon Mundial de la
Salud del afio 2003 se estimo que se produjeron un total de 57 millones de muertes, la tercera parte
de las cuales (casi 17 millones) eran de origen cardiovascular y, en concreto, mas de 7 millones eran
debidos a arteriosclerosis de las arterias coronarias. (Guindo & Bayés, 2009)
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Recientemente los datos estadisticos publicados por la Asociacion Americana del Corazon (American
Heart Association), en Estados Unidos cerca de 80 millones de personas padecen una enfermedad
cardiovascular. En el afio de 2004 se produjeron cerca de 1 millon de muertes por causas
cardiovasculares. Segun estas mismas fuentes, en EEUU se produce una muerte por enfermedad
coronaria cada minuto. (Guindo & Bayés, 2009) (Mehta, Beckie, Theresa, De Vonn, & Grines, 2016)
(Ruesga & Saturno, 2011)

Regularmente el Infarto miocérdico (IM) involucra la dilatacion del ventriculo izquierdo asociada con
hipertrofia y fibrosis del miocardio no infartado. Mecanismos compensatorios, que ayudan al tejido
comprometido en las etapas del dafio isquémico, son perjudiciales en la fase cronica de la enfermedad.
Ya que uno de esos mecanismos compensatorios, la circulacion y el SRAA local, han sido
ampliamente considerados responsables del remodelado vascular y cardiaco, la inhibicién de la ECA1
ha probado que es una terapia benéfica en el mejoramiento de la funcién cardiaca y el grado de
supervivencia también aumenta en experimentos relacionados al IM. (Mirabito & Denton, 2018)

Prevencion (de la Serna, 2010) (Ruesga & Saturno, 2011)

Resulta obvio decir que la mejor forma de evitar el ataque de corazon es controlando y tratando
adecuadamente todos aquellos factores modificables que facilitan la progresion de la arteriosclerosis
coronaria. Las principales medidas de prevencion cardiovascular son:

v" Eliminar el consumo de tabaco (figura 8).

Normalizar las cifras de la presion arterial.

Controlar los niveles de colesterol a través de una dieta equilibrada.
Medidas contra la obesidad.

Actividad fisica.

Controlar la diabetes.

D N N NI NN

22




20 MINUTOS
Aumenta la capacidad de DESPUES

resistencia a las infecciones o . .
La presion arterial y el ritmo

; iSe c:nsolldat I fg“dutcltd"" char cardiaco comienzan a
umadora en tu vida cotldlana! normalizarse
HORAS
JE DESPUES
4
La presion arteria ;*' Los niveles de nicotina
recupera sus e y monéxiso de carbono
valores normales. . en la sangre se
Mejora el flujo de g, reducen a la mitad y el
la sangre a las ,‘ B oxigeno se aproxima al
manos y a los pieg S normal
. HORAS
15 o DESPUES
DESPUES ,

Disminuye el riesgo de infarto
de miocardio y los pulmones
empiezan a remover
mucosidad

48 ovs

DESPUES
Se recupera la capacidad de

oler y saborear. La nicotina

tos y aumentando la & 4 e :
£} sensacion de bienestar ‘ & esaparece del organismo

Mejora de forma generalizada
la circulacion sanguuinea. La i
dependencia fisica a la nicotina |
desaparece

===

DiAS
DESPUES

Aumenta |a capacidad
pulmonar, reduciéndose la

e

Figura 8. Beneficios por dejar de fumar (Ruesga & Saturno, 2011)

La tensién arterial debe ser normalizada, mientras este valor sea superior a 140/90 mmHg es un factor
de riesgo aislado que causa mayor numero de muertes o invalidez a nivel mundial. En estudios se ha
podido demostrar que cerca de 8 millones de personas mueren cada afio como consecuencia de la
hipertension arterial. Debido a la frecuente ausencia de sintomas nos encontramos ante dos
problemas importantes. En primer lugar, sélo puede ser detectada si se realizan controles periodicos
de la presion arterial. Por este motivo, con frecuencia consideramos que la mejor forma de prevenir
los efectos de la hipertensidn arterial es detectarla. Lamentablemente en nuestro pais es una realidad
que hay miles de personas hipertensas y no lo saben. El segundo problema importante con el que los
médicos se enfrentan, es hacer conciencia en el paciente hipertenso y que este debe modificar sus
habitos de vida y tomar medicamentos para algo que no le esté provocando ningun problema aparente.
Con solo pequefias reducciones de las cifras de la presion arterial, tanto sistélica (maxima) como
diastdlica (minima), se consiguen grandes beneficios en cuanto a reduccion del riesgo de sufrir un
ataque de corazon, de cerebro o en general, de padecer cualquier tipo de enfermedad cardiovascular.
(Guindo & Bayés, 2009)
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Reduccion de
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5.6 mmHg PAD
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PAS: presi6n arterial sistélica
PAD: presion arterial diastdlica
AVC: accidente vascular cerebral
Cl: cardiopatia isquémica

ECV: enfermedad cardiovascular

Figura 9. Beneficios de la deteccion y control de la presién arterial

Controlar los niveles de colesterol a través de una dieta equilibrada; las cifras de colesterol que se
consideran deseables u dptimas son de menos de 200 mg/dl. El limite alto de la normalidad se situa
entre 200 y 239 mg/dl, mientras que la anormalidad se considera que comienza por encima de los 240
mg/dL. Una persona que tiene mas de 240 mg/dl de colesterol tiene el doble de riesgo de sufrir un
ataque de corazon que una persona con el colesterol normal. (Guindo & Bayés, 2009)

6.- SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA ALDOSTERONA

El Sistema Renina Angiotensina Aldosterona (SRAA) es un complejo sistema enzimético que lleva
finalmente la generacion de su principal péptido efector, Angiotensina Il (Ang Il). Este sistema es un
regulador importante del volumen de sangre y la resistencia de los vasos sanguineos. Esta compuesto
por tres proteinas principales: Renina, Angiotensina Il y Aldosterona, las cuales actian elevando la
presion arterial en respuesta al descenso de la presion arterial renal y a la disminucidn del suministro
de sal del tubulo contorneado distal o el beta agonismo. A través de estos mecanismos, el cuerpo
puede elevar la presion arterial en una manera prolongada. EI SRAA involucra los rifiones, pulmones,
el sistema vascular y el cerebro. (Dhanachandra & Karnik, 2016) (Fountan & Lappin, 2017)
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Figura 10. Cascada enzimatica del SRAA (Basso, s.f.)

6.1 Sintesis y secrecion de las proteinas del SRAA

El mecanismo responsable de este sistema se describe a continuacion: dentro de las arterias aferentes
del rifidn existen células especializadas llamadas Yuxtaglomerulares (CY) que contienen una proteina,
la pro-renina; esta es secretada constitutivamente en su forma inactiva. La activacion de las CY causan
la escisidn de la pro-renina a renina. La activacion de las mismas se da en respuesta al decremento
de la presion sanguinea, activacion beta, o activacion por las células de la macula densa en respuesta
a la disminucién de la carga de sodio en el tubulo contorneado distal. Una vez que la renina ha sido
secretada en la sangre, esta puede actuar sobre su objetivo: el Angiotensindgeno de 14 aminoacidos,
el cual es producido en el higado y se halla en la circulacién como parte del plasma sanguineo. La
renina convierte al Angiotensindgeno en Angiotensina | (Ang-l). La Ang-I es inactiva. Sin embargo, es
precursora de la Angiotensina Il de 8 péptidos (Ang-Il), este mecanismo se ejemplifica en la figura 10.
(Fountan & Lappin, 2017)
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Figura 11. Conversion de Angiotensinégeno a Angiotensina Il (Pérez, Hiriart, Olivares, & Robles, 2006)

La conversion de la Ang-I en Ang-Il es catalizada por la Enzima Convertidora de Angiotensina (ECA)
se ubica principalmente en el endotelio vascular de pulmones y rifiones. Una vez convertida en Ang-lI
ejerce sus efectos sobre los rifiones, la corteza adrenal, arteriolas, y el cerebro, a través de la union a
los receptores de angiotensina Il tipo 1 (AT1) y tipo 2 (AT2). Actualmente se conocen multiples efectos
de la Ang-ll, tanto a nivel circulatorio como a nivel de los tejidos. La Ang-Il tiene una vida media de 15
a 60 segundos en la circulacion y constituye el producto final con mayor actividad bioldgica del SRAA.
(Pérez, Hiriart, Olivares, & Robles, 2006)

La Ang-Il actua en el musculo liso vascular y es considerada un agente muy potente que aumenta la
presion sanguinea inclusive mas que la noradrenalina. Asimismo trabaja en la zona glomerulosa
suprarrenal estimulando la biosintesis y secrecion de aldosterona en el tubulo proximal incrementando
la resorcidn de sodio e inhibiendo la secrecion de renina, y en el sistema nervioso en donde estimula
la ingestién de agua y aumenta la secrecion de vasopresina. (Pérez, Hiriart, Olivares, & Robles, 2006)

La aldosterona es una hormona esteroidea producida por la seccién externa de la zona glomerular de
la corteza adrenal en las glandulas suprarrenales, que actia en la conservacion del sodio, en la
secrecion de potasio y también incrementa la presion sanguinea. La aldosterona estimula la insercidn
de canales luminales de Na* y proteinas basolaterales de Na-K-ATPasa. El efecto neto es la
reabsorcion de sodio en un mayor nivel. Los efectos que genera la aldosterona pueden tomar de horas
a dias para comenzar, a diferencia de los efectos producidos por la Ang-Il, la cual genera efectos
rapidos.
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6.2 Renina

La renina también llamada angiotensinasa (EC 3.4.23.15) sintetizada y liberada fundamentalmente en
el rifion, es una aspartilproteasa muy especifica que hidroliza un Unico sustrato, una alfa globulina, de
origen hepatico presente en el plasma: el angiotensindgeno. La renina libera de este decapéptido
aminoterminal casi inactivo: la Ang-l. Las células yuxtaglomerulares del riidn constituyen el sitio
fundamental de la sintesis, el depdsito y la liberacion de la renina que pasara al plasma como sistema
endocrino. La renina se encuentra en granulos citoplasmaticos en las células epiteliales de la pared
arteriolar preglomerular, formando parte del llamado aparato yuxtaglomerular del rifion. Su principal
caracteristica es que el citoplasma presenta granulos secretorios y miofilamentos. (Basso, s.f.)
(Fountan & Lappin, 2017)

El paso inicial para la sintesis de renina renal es la formacion de preprorenina por el ARM mensajero
correspondiente. Esta forma intermedia es transportada al reticulo endoplasmico, donde es clivada y
libera la prorenina que pasa a través del aparato de Golgi, es glicosilada y depositada en granulos
lisosomales. En estos se forma por hidrolisis, la renina activa. (Fountan & Lappin, 2017)

La secrecion de renina estd condicionada por muchas variables que actuan a través de varios
mecanismos Y fijan su concentracién plasmatica. Los estimulos principales de secrecién de renina
son: a) La disminucion de flujo de la arteria aferente del glomérulo renal; b) la disminucion de Na*
plasmatico (sensada por la macula densa, que es parte del aparato yuxtaglomerular renal); c)
estimulos simpaticos (estimulacion —1 adrenérgico de las células yuxtaglomerulares); d) factores
locales como las prostaglandinas, la dopamina, la adenosina y el dxido nitrico (NO). (de la Serna,
2010)

Las células yuxtaglomerulares se encuentran ampliamente inervadas por nervios simpaticos. La
estimulacion de estos produce un aumento de la liberacién de renina a través de un mecanismo
B—1 adrenérgico. Existen varios factores humorales que intervienen en el proceso de liberacion de
renina renal. Algunos favorecen y otros inhiben la liberacion de la enzima. Entre los primeros se
encuentran los agonistas p—1 adrenérgico y prostaglandinas vasodilatadoras. El segundo mensajero
intracelular primordial en el mecanismo de liberacion de renina es el nucleotido AMPc, que seria el
mediador de los agonistas mencionados por la activacion de adenilciclasa en la célula yuxtaglomerular.
(de la Serna, 2010)

Mientras que los mecanismos inhibitorios estarian mediados por un aumento del calcio intracelular,
calmodulina dependiente. En general, existe una correlacion negativa entre la concentracion
intracelular de calcio y la liberacion de renina. (Fountan & Lappin, 2017)
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6.3 Angiotensina

La Ang Il juega un papel importante en la regulacién de las funciones renales, vasculares y cardiacas.
Sus funciones principales se vinculan a modulacion de la transmisién sinaptica, estimulacién de
secrecion de la arginina-vasopresina (AVP) u Hormona Antidiurética Hipotalamo-hipofisaria,
estimulacion de la sed, vasoconstriccion, estimulacion de la secrecion de aldosterona por la corteza
suprarrenal, y accion mitogénica. Modula la excrecion renal de Na* la contraccion y relajacion
miocardica y el tono vascular.Participa en la regulacion del tono vasomotor, del crecimiento celular y
de apoptosis, jugando asi un muy importante papel en la fisiopatologia de la insuficiencia cardiaca. En
el corazon hipertrofiado, la Ang Il deprime la funcion diastélica y los inhibidores de la ECA-I la mejoran.
La Ang-ll tiene efecto vasoconstrictor coronario habiéndose observado en pacientes con
miocardiopatia dilatada. (de la Serna, 2010)

La Ang-Il atenua los efectos metabdlicos cardiovasculares y musculares de la insulina, por medio de
la generacion de Especies Reactivas de Oxigeno (ROS) y activacion de moléculas pequefias de bajo
peso molecular. Posee efectos proinflamatorios y promueve remodelacion, apoptosis, fibrosis y
vasoconstriccion. Hay una accion directa de esta proteina sobre el fibroblasto como causal en el
desarrollo de fibrosis probablemente a través de receptores AT+. (Ruesga & Saturno, 2011)

Promueve el crecimiento miocitico a través del Receptor AT+ siendo importante la contribucién del
EGF (Epidermal Growth Factor).

6.4 Aldosterona

La corteza suprarrenal produce hormonas mineralocorticoideas y glucocorticoideas. De las primeras
la principal es la aldosterona, que actua principalmente en el epitelio de los rifiones, glandulas salivales
y colon. Tiene receptores de gran afinidad que se encuentran en el higado, cerebro, hipofisis y
monocitos La aldosterona es una hormona esteroidea secretada por las glandulas adrenales. La
aldosterona sirve como el principal regulador del balance de agua y sal del cuerpo y asi es
categorizada como un mineralocorticoide. Esta también tiene un pequefio efecto sobre el metabolismo
de grasas, carbohidratos y proteinas. La aldosterona es sintetizada en el cuerpo a partir de la
corticosterona, un esteroide derivado del colesterol. La produccién de aldosterona (en humanos
adultos, alrededor de 20-200 microgramos por dia) en la zona glomerulosa de la corteza adrenal es
regulada por el SRAA. La renina es secretada desde los rifiones en respuesta a las variaciones de
presion sanguinea y volumenes de sodio y potasio. (de la Serna, 2010) (Basso, s.f.)

Los mayores reguladores de la secrecion de aldosterona son al Ang-Il, el ién K*y la hormona
adenocorticotropa (ACTH).
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Dentro de los efectos perjudiciales de la aldosterona tenemos los siguientes, que también se
esquematizan en la figura 12; a) Pérdida de Mg2?* y K* por aumento de su excrecién urinaria y
retencion de Na*; b) potenciacién de las catecolaminas; c¢) induccién de arritmias ventriculares; d)
induccion de hipertrofia y fibrosis miocardica; e) vasculopatia por disfuncién endotelial, con aumento
de retencion de Na* por las células vasculares del masculo liso (CMLV), mayor generacion de radicales
libres, hipertrofia de CMLV; f) aumento de la sintesis de inhibidor del plasmindgeno (PAI-1) inhibiendo
asi la fibrinolisis; g) desarrollo de nefroesclerosis maligna; h) ademas eleva la presién arterial, ya que
eleva especificamente los niveles de AMPc en las CMLV y fosforila la Proteinas de unién de elementos
de respuesta al AMPc.

Injuria e
Efectos Inflamacién Pérdida de K*
protrom?fatlcos vascular y de Mg**

‘ |
Fibrosis Efectos
miocardica—— Efectos perjudiciales — hipertensores

centrales
de la Aldosterona
Potenciacion

catecolaminas™ \ ~ Disfuncién
. . endotelial
Retencion Arritmias
de Na* ventriculares

Enfermedad Cardiovascular

McMahon EG. Current Opinion Pharmacal. 2001;1:190-196

Figura 12. Efectos perjudiciales de la aldosterona (de la Serna)

Asi también la aldosterona:

1. Aumenta el contenido de NADPH, favoreciendo la formacion de O

2. Induce inflamacién vascular

3. Induce isquemia y necrosis miocardica

4. Aumenta la sintesis de coldgeno en los fibroblastos

5. Regula el PAI-1

6. Disminuye la actividad de los barorreceptores y la funcion refleja autondmica
7. Bloquea la captacion miocardica de noradrenalina

8. Estimula la apoptosis

9. Inhibe la sintesis de NO

10. Promueve disfuncion endotelial

En conclusion la hormona tiene efectos especificos sobre el corazén.
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7.- RECEPTORES DE ANGIOTENSINA II

La Ang-Il tiene dos tipos de receptores: AT1y ATz, también han sido descritos los tipos As y As, pero
aun no han sido aceptados en la nomenclatura internacional de receptores. Los AT+ presentan en la
especie murina dos subtipos: AT1a Yy AT. En la actualidad, se considera que las multiples acciones
de la Ang-ll, tanto a nivel circulatorio como a nivel de los tejidos, son mediadas por dos subtipos
principales de receptores, los cuales ya se mencionaron. Estos pertenecen a la familia de receptores
con siete dominios transmembranales y comparten aproximadamente el 30% de su secuencia de
aminoacidos. En la siguiente tabla se muestran de forma comparativa las caracteristicas generales de
estos cuatro receptores. (de la Serna, 2010)

Tabla 1. Caracteristicas de los receptores de Angiotensina Il (Pérez, Hiriart, Olivares, & Robles, 2006)

Receptor AT, Receptor AT,

Cromosoma Cromoscma 3 (humanos) Cromoesoma X
17, 2 (murinoz)
Estructura 7 dominics transmembrana 7 dominios transmembrana

339 ammeaeidos ~41 kD 363 aminodeidos ~44 kD

K, (Angiotensina II)

Isoformas

Orden de afinidad
Agonistas sintéticos

Antagonistas
sintéticos

Distribucion
predominante

Localizacién celular

Funcion

~2-3nM

Unicz en humanos
AT, AT enroedores

AngIT> Ang TN

a

Bifenilimidazoles
(Losartan, Candesartan
etc.), saralazina

Tejidos adultos

Membrana plasmética,
citoplasma y micleo por
internalizacion del
complejo Ang II-AT,

Vasoconstriccion,
liberacion de aldosterona,
filtracién glomerular,
proliferacion celular

~2-5 oM

2

Ang IT = Ang IIT

CGP42112A

Tetrahidreimidazopiridinas
(FD123319, PD123177,
EXP633), saralazina.

Tepdos fetales

Membrana plasmitica.
No ze internaliza

Vasodilatacion,
antiproliferacion,
diferenciacion celular

7.1 Receptor AT4

En los humanos el receptor AT+ es codificado por un solo gen ubicado en el brazo g, banda 22 del
cromosoma 3, mientras que en los ratones se conocen dos genes localizados en los cromosomas 17
y 2 que originan dos formas del receptor AT+, conocidas como receptor AT+, y receptor AT1s, con mas
de 95% de similitud en su secuencia de aminoacidos. (Pérez, Hiriart, Olivares, & Robles, 2006)
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El receptor AT+ se caracteriza por ser una glicoproteina compuesta por 359 aminoécidos que contiene
tres sitios de glicosilacion extracelulares, a nivel del residuo amino-terminal y del segundo bucle
extracelular. Los dominios transmembrana a la altura del extremo amino-terminal y segmentos
correspondientes al primer y tercer bucle extracelular son responsables de la interaccidn del receptor
con la proteina G. (de la Serna, 2010)

La distribucion del receptor AT+ ha sido estudiada extensamente, reconociéndose en la mayoria de
los tejidos de humanos, primates y roedores siendo ademas, el tipo predominante en los adultos.
(Pérez, Hiriart, Olivares, & Robles, 2006) Los receptores AT+ estan acoplados a multiples mecanismos
de transduccidn de la sefial que resultan en las principales acciones de la Ang-Il, tanto fisioldgicas
(regulacién de la presién arterial y el balance hidrosalino) como fisiopatoldgicas (hipertension,
aterosclerosis, insuficiencia cardiaca, enfermedad coronaria, entre otros.) (de la Serna, 2010)

Ya que estos receptores se caracterizan por estar acoplados a proteinas G, le permite activar
fosfolipasas comola A, Dy C. Esta ultima genera fosfatidil inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG),
una molécula que activa a la proteina cinasa C (PKC) quien a su vez fosforila diferentes proteinas
participantes en la contraccion del musculo liso y la secrecidn de aldosterona, asi como el crecimiento
y la proliferacion celular. (Pérez, Hiriart, Olivares, & Robles, 2006)

Este receptor posee 7 dominios transmembrana se muestran en la Figura 13, el receptor interviene
en multiples caminos de sefialamiento intracelulares que comprenden el calcio, los fosfolipidos,
quinasas y radicales libres derivados del oxigeno. Los Receptores AT+ se encuentran en las glandulas
suprarrenales, en el cerebro, en el rifidn, en el musculo liso vascular y en el corazén. Los receptores
se expresan en todos aquellos 6rganos que participan en la regulacion de la presion arterial. En el
sistema vascular su estimulacion produce intensa vasoconstriccion. (de la Serna, 2010).

De esta forma, el receptor AT+ es el encargado de mediar la mayoria de las acciones conocidas de la
Ang-Il como son la vasoconstriccion y el incremento en la proliferacion celular.
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Figura 13. Receptor de Angiotensina tipo | de: https://goo.gl/RLUMCb

Los receptores AT4 en el cerebro intervienen en las respuestas vasopresoras, pero también en la
regulacion de la sed, apetito para la sal y liberacion de arginina vasopresina. La estimulacion del
receptor AT1 genera multiples cascadas de sefialamiento, principalmente a través de las Proteinas
Cinasas Activadas por Mitégenos (MAPK), IP; y PLC, e inhibe la adenilciclasa, mediando
vasoconstriccion, reabsorcion de Na*, hipertrofia y proliferacion celular, fibrosis tisular y reaccidn
inflamatoria. (Roux, 2011)

7.2 Receptor AT,

Similar al Receptor AT1 el Receptor AT tiene un peso molecular de 41 kDa, es un receptor
transmembranal con 7 dominios, el gen que codifica esta proteina se encuentra en el cromosoma X,
tanto en humanos como en ratones, es idéntico en un 34% al primero de estos. Formado por 363
aminoacidos, el Receptor AT, es altamente expresado en tejido fetal, incluyendo la aorta fetal,
mesénquima gastrointestinal, tejido conectivo, sistema dseo, cerebro y la médula adrenal. (Bai, Pang,
& Zhang, 2016)

Las funciones del Receptor AT no han sido completamente definidas hasta ahora, ya que la expresion
de este receptor se ve disminuida en la etapa adulta. La expresion de este receptor es predominante
en distintas areas del cerebro, tales como, el locus, y el nucleo de la amigdala. Aunque, su expresion
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disminuye después del nacimiento, este esta expresado en bajas concentraciones en el adulto en el
sistema cardiovascular, glandulas adrenales, rifion, cerebro, miometrio uterino y piel. En general se
acepta que, los Receptor AT2 podrian tener un efecto vasodilatador como parte de un mecanismo
compensatorio en la hipertrofia cardiaca y en condiciones en las cuéles hay dafio vascular como la
hipertension y la aterosclerosis. En el sistema vascular los Receptor AT2 son predominantes en la
adventicia y detectables en la media y parecen ser regulados por ciertos cationes intracelulares,
particularmente el sodio. (Dhanachandra & Karnik, 2016)

Existen tres mecanismos probables de transduccion de la sefial de los Receptor AT (figura 14): a)
Activacion de serina-treonina fosfatasas que defosforilan o inhiben la fosforilacion de proteinas
involucradas en proceso de crecimiento y en la respuesta contractil del musculo liso vascular, b)
activacion de la via BKINO/GMPc; c) activacion de la PLA2 y liberacion de AA, precursor de la sintesis
de prostaglandinas. (Nahmias & Nouet, 2000)

(BK)
—PTP (1)
MKP-1, PP2A, SHP-1 (1) ‘ | NO, cGMP (1) | ‘ PLA, (1) ‘
RAS (1) /| |
' {M\ (1)~
ERK (1) | ERK (1)
| / PP2A (1)
Cell growth () Differentiation (1) Vasodilation  Sodium Membrane ionic
Apoptosis (1) | | transport currents
[ ) K* (1), ?62*(1)
Development ‘ Blood pressure ‘ | Natriuresis ‘ | MNeuronal actiuity.
Tissue remodeling !

Figura 14. Principales vias de sefializacién del Receptor de Angiotensina Il tipo 2 (Nahmias & Nouet, 2000)

Asimismo, pueden antagonizar bajo ciertas condiciones en las cuales se observa sobreexpresion de
los mismos, los efectos mediados por el Receptor AT+ a través de la producciéon de sustancias
vasodilatadoras, inhibicion del crecimiento y la proliferacion de las células del MLV y por induccién de
la apoptosis. Este antagonismo entre los Receptor AT, y RAT 2 puede ser explicado por la formacion
de heterodimeros, ya que numerosos estudios han comunicado la existencia de un cross-talk entre
ambos receptores.
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8.- OXIDO NITRICO Y ENDOTELIO

El 6xido nitrico (NO), molécula descubierta en el afio 1996 y que valiera el premio Nobel de Medicina
en 1998 a Furchgott, Ignaro y Murad, es el principal modulador de la funcién vascular. Esta sustancia
tiene una potente accion vasodilatadora e inhibe tanto la agregacién plaquetaria, como la activacion
de moléculas de adhesién y frena el crecimiento de las células musculares lisas vasculares. Asi, el
NO con una vida media plasmatica de 3 a 5 segundos actia como un mecanismo adaptativo, mediante
el cual el endotelio responde con rapidez a los cambios de su entorno. (Ruesga & Saturno, 2011)

Tabla 2. Sustancias autécrinas y paracrinas liberadas por el endotelio (Reussi, Mercado, Bado,
& Sprinsky, 2011) (Duboscq, 2017)

Vasodilatadoras NO, prostaciclina, factor hiperpolarizante derivado del endotelio,
bradicinina, adrenomodulina, péptido natriuréticoC

Vasoconstrictoras ET-1, Ang-Il, tromboxano A2, radicales oxidantes, prostaglandina H2

Antiproliferativas NO, prostaciclina, factor de crecimiento transformante-a, sulfato de
heparina

Proliferativas ET-1, radicales oxidantes, factor de crecimiento derivado de plaquetas,

factor de crecimiento fibroblastico, factor de crecimiento parecido a
insulina, interleucina

Antitrombéticas NO, prostaciclina, activador del plasmindgeno, PCR, factor de von
Willebrand

Protrombéticas ET-1, radicales oxidantes, inhibidor 1 del activador de plasmindgeno,
TXA, fibrinégeno

Marcadores ICAM’s (selectina P y E, ICAM, VCAM) quimiocinas, factor nuclear B

inflamatorios

Permeabilidad Receptor para productos avanzados de glucosilacion

Angiogénesis Factores de crecimiento endotelial vascular

EI NO presente en casi todas las células del organismo, que gracias a su bajo peso moleculary a su
naturaleza lipofilica, se difunde con facilidad a través de las membranas celulares, hasta alcanzar el
tejido muscular liso de la pared arterial y a través de la nitrosilaciéon de la enzima guanosinciclasa,
degrada el trifosfato de guanosina liberando GMPc, molécula que regula la concentracion del Caz*
citosdlico y provoca la relajacién de la fibra muscular lisa, conduciendo asi a la vasodilatacion. (Ruesga
& Saturno, 2011)

La célula endotelial libera Ang-Il como consecuencia de la hidrdlisis de la Ang-I por la accion de la
ECA. A través de los receptores AT+ y ATa, el Receptor AT1 es responsable de las acciones conocidas
de la Ang-Il, esta provoca vasoconstriccion, incrementa la produccién y liberacién de aldosterona,
hipertrofia miocéardica, proliferacion de las células de musculo liso vascular, reabsorcién de sodio por
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los tubulos renales, aumento de la actividad noradrenérgica periférica, liberacion de vasopresina,
estimulacion de la actividad nerviosa simpatica, entre otros. (Ruesga & Saturno, 2011)

Del receptor AT2 no se conocen en su totalidad sus funciones pero se dispone de evidencias en
animales de experimentacion y en humanos que permiten asumir que es responsable de la apoptosis,
de la actividad anti proliferativa, estimula la génesis endotelial y provoca vasodilatacién, efectos
antagonicos a las del Receptor AT+. (Ruesga & Saturno, 2011)

9.- ENZIMA CONVERTIDORA DE ANGIOTENSINA

La Enzima Convertidora de Angiotensina (ECA, peptidilpeptidasa A, EC 3.4.15.1), es bien conocida
como la enzima reguladora de la presidn sanguinea, agua y balance de sal. Esta convierte a un péptido
inactivo, Angiotensina | en Angiotensina Il, la responsable del incremento de la presidn sanguinea, e
inactiva al péptido de la vasodilatacion, la bradicinina (BK). La importancia de esta enzima en la
regulacion de la presién sanguinea es confirmada por el amplio y exitoso uso de inhibidores de la ECA
en la practica clinica para el tratamiento de varias formas de hipertension como otras enfermedades
cardiovasculares incluyendo la arterosclerosis. Los inhibidores de la ECA previenen la conversion de
Ang-l en Ang-ll y la degradacion de BK. La ECA estad ampliamente distribuida en el cuerpo, es una
proteina integral de la membrana plasmatica localizada sobre su superficie externa. La mayor
proporcion de la enzima sintetizada (cerca del 90%) existe como enzima unida a la membrana. La
enzima en su mayoria se expone al espacio extracelular de la superficie de las células endoteliales,
células epiteliales especialidades, células neuroepiteliales, en terminaciones nerviosas, células del
linaje mononuclear, también como dentro de oOrganos del sistema reproductor. (Elisseeva &
Kugaevskaya, 2009) (Fountan & Lappin, 2017)

Ademas de la porcién unida a la membrana existe una forma libre soluble de la ECA que esta presente
basicamente en todos los fluidos bioldgicos. Se han descrito dos formas de la ECA que son
sintetizadas en el cuerpo. La forma somatica que es una proteina larga de 150-190 kDa presente
basicamente en todos los érganos y la enzima testicular que es mas pequefia 90-100 kDa, la cual es
sintetizada unicamente en los testiculos. (Fountan & Lappin, 2017)

La primera de estas tiene una caracteristica estructural, la cual consiste en una cadena de polipéptidos
(1277 residuos de aminoacidos), es caracterizada por un alto grado de homologia interior entre los
largos dominios amino y carboxilo. La forma testicular de la ECA consiste en solo un dominio (701
residuos), la cual es idéntica al dominio carboxilo de la ECA somética con excepcion del fragmento
amino terminal de 36 residuos. Esta enzima es una metaloproteasa que pertenece al grupo de las
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zincinas. Cada dominio de esta enzima contiene un sitio activo, caracterizado por la presencia de un
atomo de zinc y una secuencia corta, la cual es similar a los motivos de union al zinc de algunos sitios
activos de metaloproteinasas de zinc. A pesar de que los dominios son cataliticamente activos estos
no son cataliticamente iguales. Estos difieren por la activacion regulada por el ion cloro, por el tipo de
hidrolisis de péptidos y por la sensibilidad a varios inhibidores. (de la Serna, 2010) (Rubio, 2016)

El dominio carboxilo juega un papel importante en el SRAA convirtiendo la Ang-I en Ang-Il, regulando
la presion sanguinea. Esto se ha demostrado mediante el bloqueo especifico de este dominio, ya que
cuando se ha bloqueado el dominio amino terminal, no se observa un bloqueo en la conversion de la
Ang-l en su forma activa. Por otro lado parece que el rol del dominio amino terminal estd mas asociado
con el metabolismo de péptidos biolégicamente activos demostrando alta afinidad con este dominio
que con el SRAA. Son al menos cuatro péptidos importantes que son preferentemente o
exclusivamente hidrolizados por el dominio amino. Estos incluyen (N-AcSer-Asp-Lys-Pro) el regulador
negativo de la hematopoyesis (AcSDKP ECA/Seraspenide), liluberina Pyro-Glu-His-Trp-Ser-Tyr-Cly-
Leu-Arg-Pro-Gly-NH2, angiotensina 1-7 (Asp-Arg-Val-Tyr—Ile-His-Pro), el antagonista de Ang-Il; y el
péptido beta amiloide, el cual es acumulado en la enfermedad del Alzheimer. (Elisseeva &
Kugaevskaya, 2009)

AcSDKP ECA es considerado un importante regulador de la proliferacion de fibroblastos cardiacos y
sintesis del colageno. Limita la proliferacion de fibroblastos y la produccion de colageno el cual influye
en el desarrollo de fibrosis en pacientes con hipertension. Este factor previene la proliferacién celular
y el incremento de depdsitos de coldgeno en el corazdn y rifiones, por lo que se puede decir que es
una molécula cardioprotectora. (Elisseeva & Kugaevskaya, 2009)

Extension
extracelular

(__/njz,sitio catalitico carboxilo

Sitio catalitico amino terminal

terminal

Dominio
transmembranal

Extension
intracelular

Figura 15. Esquema de la ECA, mostrando sus extremos amino y carboxilo de
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10.- REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

La reaccion en cadena de la polimerasa por sus siglas en inglés PCR (Polymerase Chain Reaction)
es una técnica en biologia molecular para amplificar una o varias copias de un fragmeto de DNA en
varios ordenes de magnitud, generando miles de millones de copias de una secuencia en particular
de DNA. (Shafique, 2012)

Desarrollada en 1983 por Kary Mullis la cual le hizo ser galardonado por el premio nobel en 1993, la
PCR es una técnica comun e indispensable utilizada en los laboratorios de investigacion médica y
bioldgica para una variedad de aplicaciones. Estas incluyen clonacién para secuenciar DNA,
filogenética basada en el DNA, o analisis funcional de genes; el diagnéstico de enfermedades
hereditarias, la identificacion de huellas genéticas utilizada en las ciencias forenses y la deteccion y
diagndstico de enfermedades infecciosas. En los Ultimos afios, la reaccion en cadena de la polimerasa
en tiempo real (RT-PCR) ha surgido como una metodologia robusta y ampliamente utilizada en
investigacion bioldgica ya que puede detectar y cuantificar cantidades muy pequefias de secuencias
especificas de acidos nucleicos. Como herramienta de investigacion, la principal aplicacion de esta
tecnologia es la répida y precisa valoracién de cambios en la expresion de genes como resultado de
|a fisiologia, la fisiopatologia o la evolucién de una enfermedad. (Rodriguez & Rodriguez, 2016)

Este método puede ser aplicado a sistemas modelo para medir respuesta a estimulos de tipo
experimental y para adentrarse en los cambios potenciales a nivel proteico y funcional. De este modo,
|a fisiologia puede ser correlacionada con eventos moleculares para tener un mejor entendimiento de
los procesos biologicos.

La meta principal del RT-PCR es distinguir y cuantificar de manera especifica una secuencia de &cido
nucleico en una muestra incluso cuando esta se presenta en pequefias cantidades. Durante la
amplificacion, la velocidad en que se llega a un nivel determinado de fluorescencia correlaciona con
la cantidad de DNA que tenemos al inicio. (Rodriguez & Rodriguez, 2016)

Ademas, el producto final puede ser caracterizado si se somete a incrementos de temperatura para
determinar en qué momento la doble cadena se separa. Este punto de fusién es una propiedad unica
que depende de la longitud y de la secuencia nucleotidica del producto. Otra de las ventajas de la
técnica de PCR en tiempo real es la cuantificacion de ARN. Esto es posible gracias al uso de las
transcriptasas reversas, enzimas que generan ADN complementario (ADNCc) a partir de un templado
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de ARN. Bajo condiciones apropiadas, la cantidad de ADNc generado por transcripcion reversa es
proporcional al nimero de moléculas de ARN presente en una muestra dada. (Khan Academy, 2018)

Entonces este ADNc puede ser el templado para una reaccién de PCR en tiempo real, utilizando
susensibilidad y precision para determinar cambios en la expresion de genes. Esta técnica es conocida
como RT-PCR en tiempo real y se ha convertido en el método mas popular para la cuantificacion de
los niveles de ARN mensajero. Todo esto demuestra que la técnica de PCR en tiempo real permite
cuantificar con alta precision tanto los niveles de ADN como los de ARN. Tradicionalmente, la PCR es
realizada en un tubo y cuando la reaccion es completada, los productos de la reaccion son analizados
y visualizados en un gel de electroforesis. Sin embargo en la RT-PCR tiempo real permite el anélisis
de los productos mientras la reaccion esté en proceso. Este es la ventaja de usar varios colorantes
fluorescentes, los cuales reaccionan con el producto amplificado y puede ser medido con un
instrumento, lo que también facilita la cuantificacion del ADN. (Shafique, 2012)

Los elementos importantes en la reaccion son el templado o molde (ADN o ADNc), la enzima, los
oligonucleotidos o cebadores, los desoxirribonucledtidos trifosfatados (dNTPs: adenina, timina,
citosina y guanina), el ion magnesio, una solucién amortiguadora o buffer y H0 libre de ARNasas.
Todos estos elementos interactuan en tres etapas principales de las que se compone la PCR:
desnaturalizacién, hibridacion y extension, los cuales se describen a continuacion. (de Dios, lbarra, &
Velasquillo, 2013)

El procedimiento se desarrolla en tres pasos (Figura 16) en los que se ve involucrada la temperatura.
(Shafique, 2012)

o Desnaturalizacién: la doble cadena de ADN es desnaturalizada por calentamiento,
regularmente a 94 °C, para separar la cadena simple complementaria.

e Hibridacién: La reaccion es rapidamente enfriada a una temperatura que permita el
alineamiento de los cebadores de oligonucleétidos hibridarse al molde. Las cadenas sencillas
de los moldes son muy largas y complejas para poder reasociarse durante esta fase de
enfriamiento rapido. Durante este alineamiento la ADN polimerasa termoestable estara activa
hasta cierto punto y estara comenzando a extender los cebadores tan pronto como estos se
alineen al molde.

e Extension: La reaccion es calentada a una temperatura que regularmente es 72 °C para
mejorar la sintesis del ADN por la ADN polimerasa termoestable
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Figura 16. Esquema general de la PCR modificada de: https://goo.gl/KQ5tnF

Los equipos en donde se realiza la reaccion son llamados termocicladores, los cuales estan disefiados
para establecer un sistema homogéneo en donde las condiciones de temperatura y tiempo necesarios
no se modifiquen en cada uno de los ciclos.

10.1 Técnica de expresion relativa

Habitualmente, la cuantificacién relativa se utiliza para conocer si la expresidn de un gen especifico
varia entre dos grupos, por ejemplo grupo control vs grupo tratado. Este tipo de cuantificaciones
permite determinar cuéntas veces (mas o menos) &cido nucleico se tiene de un templado o una
muestra biolégica determinada con respecto a un tejido o muestra de referencia. Los resultados son
expresados de manera relativa por lo que no se necesita una curva de calibracién con un estandar de
concentracién conocida. (CIBERehd, 2015)

La aplicaciéon méas utilizada de este método es la comparacion de los niveles de expresion génica entre
diferentes tejidos, en el tiempo o la respuesta de un tejido a diferentes tratamientos. Primeramente
debemos realizar una normalizacion de la cantidad relativa de cada muestra respecto a un gen
normalizador, preferentemente de expresion constitutiva en la célula. (Jankovic, 2017)

Estos genes mantienen un nivel de expresion constante aln en diferentes estados fisioldgicos de la
célula y no deben afectarse en respuesta a los tratamientos que estamos evaluando, en caso de que
asi sea. Para que este método sea exitoso el rango dindmico de la muestra y del control endégeno
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debe ser similar. Un método sensible para evaluar si esta regla se cumple es calcular el ACt para
diferentes diluciones de la muestra y del gen normalizador. (CIBERehd, 2015)

La expresion del gen de la enzima gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) es comunmente
utilizada por investigadores como un control ya que el gen de la GAPDH regularmente es estable y
constitutivamente expresado a altos niveles en diferentes tejidos y células, este es considerado como
un gen constitutivo. (de Dios, Ibarra, & Velasquillo, 2013)

El control interno o gen de referencia se caracteriza por presentar una expresion constante e invariable
en todas las muestras. La expresion de este no puede ser modificada por las condiciones de estudio
0 por la respuesta a un tratamiento experimental. La literatura nos muestra que no se han identificado
genes de referencia optimos (los genes utilizados habitualmente varian considerablemente entre
muestras), sin embargo este método de normalizacion es el mas utilizado. Para poder detectar y
cuantificar la expresion del gen en cuestion, se afiaden fluorocromos a la mezcla con la finalidad de
poder observar a través de técnicas espectrofotométricas la cantidad de acidos nucleicos presentes
en la reaccion. Comunmente se utiliza SYBR Green |, pudiendo asi observar el incremento en cada
ciclo, ya que este se pega al ADN y absorbe luz a 480 nm y emite a 520 nm. (de Dios, Ibarra, &
Velasquillo, 2013) (Jankovic, 2017)

11.- JUSTIFICACION

Desde 1984 la mortalidad asociada a enfermedades cardiovasculares ha sido mayor en mujeres que
en hombres siendo la primera causa de muerte en el mundo!, a pesar de que se asocian factores tales
como el sexo, edad bioldgica, produccion de hormonas, estilo de vida, entre otras, en este trabajo se
busca la asociacion que existe con la expresion del ARNm de la ECA 'y los receptores ATty ATz en
ventriculo izquierdo de rata Wistar hembra, ya que se sabe que el SRAA juega un papel importante
en la remodelacion ventricular y en la regulacion de la presidn arterial, con este trabajo se pretende
analizar qué cambios existen durante la fase aguda y crénica en esta patologia en hembras ademas
de complementar las fuentes bibliogréficas que abordan esta patologia.

I (Mirabito & Denton, 2018)
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12.- HIPOTESIS

Debido al dafio generado en el corazén por la oclusidn de la arteria coronaria anterior izquierda se
espera un aumento en la expresién del ARNm de la ECA, Receptor AT1y Receptor AT durante la
evolucién temporal del infarto miocardico en rata Wistar hembra.

13.- OBJETIVOS

13.1.- Objetivo general

e Determinar la expresion del ARNm de los receptores AT1, AT2 y la enzima ECA en un
curso temporal del infarto miocardico en ratas Wistar hembra mediante RT-PCR tiempo
real para conocer si existen diferencias en el infarto agudo y crénico.

13.2 Objetivos especificos

e Inducir el infarto miocardico en ratas Wistar hembra mediante la oclusién de la arteria
coronaria anterior izquierda y permitir la evolucién de la cirugia durante 48 h, 1,2, 3y 4
sem.

e Obtener las muestras de la penumbra del ventriculo izquierdo de todos los grupos
experimentales

e Extracciéon del ARNm mediante el kit ambion Pure Link para la extraccion de ARN

e Obtener el ADNc a partir del ARN extraido del ventriculo mediante el kit Roche Master
SYBR Green 10x

e Amplificar el ADNc a través de la técnica de RT-PCR Tiempo Real

e Analizar los datos mediante la técnica de expresidn relativa, teniendo como gen control a
la GAPDH

14.- MATERIALES Y METODOS

14.1 Muestras bioldgicas

Para este trabajo se emplearon ratas Wistar hembra de 8 a 10 semanas de edad, aleatorizadas en 6
grupos con n=3, teniendo grupo 1= ligadura sham, grupo 2= oclusién coronaria 48 h, grupo 3=
oclusién coronaria 1 sem, grupo 4= oclusion coronaria 2 sem, grupo 5= oclusidn coronaria 3 sem,
grupo 6= oclusién coronaria 4 sem.
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14.2 Reactivos

Oligosentido y antisentido para ECA1, GAPDH, Receptores AT1y AT>.

Los primeros fueron tomados del articulo siguiente: “Li, N., y colaboradores. (2004). The Role of
Angiotensin Converting Enzyme 2 in the generation of Angiotensin 1-7 by rat proximal tubules.
American Journal of Physiology, Renal Physiology, 288, 352-362.”

Tabla 3. Cebadores utilizados para la experimentacion

Proteina  SENTIDO ANTISENTIDO T™°C

Receptor

AT1 5-GGAAACAGCTTGGTGGTG 5-CTGAATTTCATAAGCCTTCTT 57

AT2 5-CTGACCCTGAACATGTTTGCA  5-GGTGTCCATTTCTCTAAGAGA 56

ECA1 5- 5- 56
GCCACATCCAGTATTTCATGCAGT AACTGGAACTGGATGATGAAGCTGA

GAPDH  5- 5- 57

CCAGTATGACTCCACTCACGGCA  ATACTTGGCAGGTTTCTCCAGGCG

Tabla 4. Kits que se utilizaron para las extracciones y amplificaciones

“Kit de ambion Pure Link para  “Kit BioRad | script Reverse Kit Roche Master SYBR Green
extraccion de RNA” Transcription Supermix RT- 10x
gPCR”
e Agua libre de e Agua libre de e SYBR Green
ARNasas nuceasas e MgCl>
e Buffer de lavado | e iScript No-RT Control e H0
e Buffer de lavado Il Supermix
o Buffer de lisis e iScript RT supermix
e Etanol 70%
Tabla 5. Material, equipo y software
Material de laboratorio Equipo Software
o Micropipetas  Eppendorf e Termociclador Eppendorf- e Graph  Pad
de 10, 20, 100, 200 y 1000 Mastercycler Gradient Prism 5
microlitros e Espectrofotometro para e Primer BLAST
e Puntas para las microplacas Epoch Biotek
micropipetas e Microcentrifuga para tubos
anteriormente enunciadas Eppendorf
o Tubos Eppendorf e Campana para PCR UVP
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14.3 Induccién de infarto miocardico

Como criterio de inclusién se tomaron en cuenta Unicamente los porcentajes de infarto del ventriculo
izquierdo iguales o mayores de 30%. La oclusion de la arteria coronaria se realiz6 para todos los
grupos de la manera siguiente:

Realizar una toracotomia entre el
cuarto y quinto espacio intercostal.

Exteriorizar el corazon y localizar |a arteria
coronaria anterior izquierda.

Regresar el corazon a la cavidad toracica.

¥
Suturar las capas de musculo y piel.
¥

Simultaneamente administrar a la rata

respiracion mediante una bombilla de hule.

Permitir la recuperacion del animal.

Pasado el tiempo de evolucién determinado,
sacrificar al animal por dislocacion cervical.

¥
Extraer el corazon y mantener en SSF a 4°
C
¥
Cortar las auriculas y se obtiene el ventriculo
izquierdo
¥
Realizar un corte a lo largo del septum.
¥

ocalizar el area infartada

mediante la diferencia de
coloracion.
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Para la extraccion de ARN por medio del Kit Pure link ®

Extraccion de RNA

Obtener la penumbra del
miocardio

Disgregar el tejido con buffer de
lisis

Centrifugar a 12000 g por 2
minutos

Transferir el sobrenadante a un tubo
nuevo

‘I‘I‘I‘I"
v
I.I

Afadir 1 volumen de etanol [70%)] y
llevar a vortex

.

Transferir 500 plL de la muestra al
spin

Centrifugar a 12000 g por 15

segundos, descartando la parte inferior

Reinsertar el cartucho y repetir este
paso hasta que pase toda la muestra

Afadir 600 pl de wash buffer 1

Centrifugar a 12000 g por 15s 'y
descartar el pellet

colocar el cartucho a un colector y

afiadir 500 pl de Buffer Il

Centrifugar a 12000 g por 15 s

colocar el cartucho en un tubo colector

afiadir 500l de buffer Il y centrifugar
12000 g/15 s

$
Afadir 30 pl-100 pl de agua libre de

T
T

RNA al centro del cartucho

¥

Incubar 1 min

Centrifugar 2 min a 12000 g

.

Guardar el ARN a-80 °C
hasta su cuantificacion.
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Cuantificacion de ARN y RT-PCR tiempo real

Para este procedimiento se utilizo el Kit bio rad I. script reverse transcription super mix RT—PCR

Cuantificacion del ARN

Cuantificar por medio del espectrofotémetro para
microplacas Epoch Biotek

Realizar los calculos para obtener una
concentracion de 1pg/pl

Para la sintesis del ADNc agregar 2 L del
master mix

Segquir el siguiente programa por
45 ciclos
5min-25°C
20 min - 46°C
1 min - 90°C
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10 min-95 °C
10seg-95°C
10 seg-Tm °C
1seg-95°C
30seg-72°C
1seg—-95°C

Amplificacion utilizando PCR tiempo real

Cuantificar el ADNc y prepararlos a 50 ng/ml

Cuantificar los cebadores sentido y antisentido

Preparar los cebadores a 10 pM/ml

Preparar los sistemas de la manera siguiente:

Mezclar en vértex 15 s y colocar en microplaca con cada muestra

Programar el termociclador y
comenzar la reaccion

H20 - 13 pl
MgClz— 1.2 pl
cebador S -2 pl
cebador A -2 pl
Master mix — 2 pl
ADNc -2 ul
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15.- RESULTADOS

Tabla 6. Parametros hemodindmicos y masa cardiaca (Hernandez, 2016)

Tiempode Porcentaje de VD/Peso VI/Peso PA sistélica PA diastdlica Frecuencia

oclusion area de infarto corporal corporal cardiaca
coronaria

% mg/g mg/g mm Hg mm Hg latidos / min

Sham-Veh 0 0.59+0.24 1.89+1.2 105.43+4.2 93.68+4 3449+ 18
48 horas 389+1.81 0.65+0.4 1.87+0.22 66.55 + 6.3* 53.93+5.3* 358.6+ 12
1 semana 34.3+£0.67 0.67+0.8 1.81+£0.53 91.34 +1.3* 86.2+1.7* 360.26 + 27
2 semanas 33.2+1.0 0.62+0.4 1.89+0.7 112.4+9.3 107.3+£9.6 387.7 £ 24*
3 semanas 349+1.69 0.57+0.3 1.76 £ 0.27 124+7.1°% 1124+ 7.1* 364.4 + 10*
4 semanas 39.6 £ 2.54 0.52+0.5 1.84+0.8 94.05+6.3 88+6.4 339.6 £ 21

VD= ventriculo derecho, VI= Ventriculo izquierdo, PA= Presion Arterial; estos resultados son expresados en valores promedio + el error estandar de una n=5. ANOVA de una via.
*P<0.05 oclusién coronaria vs Sham. En la tabla 6 se muestran los resultados de los parametros hemodinamicos y de masa cardiaca de los sujetos de estudio, encontrandose
diferencias significativas en la PA sistdlica y diastolica en los grupos 48 h, 1 sem y 3 sem (Hernandez, 2017)

Tabla 7. Expresion relativa del ARNm de ECA, Receptor ATy y Receptor AT, durante el IAM

Receptor/proteina Sham-Veh
ECA 1.0000 45158+ 0.6081 0.7431+ 0.1626 68.0410+ 0.7518 3.5064+ 1.8637 0.4713+ 4.2544
AT; 1.0000 213.9060+1.0088 23.1429+0.7943 700.22101.4071 6.7116+1.6322 9.6576+0.3299
AT, 1.0000 4.7130+0.0683 0.31912.0623 2.8546+0.0000 1.0163:4.8434 0.4542+0.1744

En esta tabla se muestran los resultados obtenidos mediante la técnica de expresién relativa utilizando el AACt + la desviacion estandar para cada uno de los datos
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Grafica 2. Expresion relativa del
ARNm del Receptor AT+ durante la
evolucion del 1AM de ventriculo
izquierdo en rata Wistar hembra,
mostrando la media de los resultados
+ desviacion estandar, indicando
diferencias significativas a todos los
tiempos de oclusion coronaria.
(***P<0.001 vs Sham-Veh) mediante
la prueba post-hoc Bonferroni

En la gréfica 2, podemos observar
que tras 48 horas de oclusién
coronaria se hace evidente la
expresion del ARNm del Receptor
AT+, ademas se observa un pico de
expresion a las dos semanas de
oclusion, en donde la expresion del
ARNm de la zona infartada es cerca
de 700 veces, en las muestras de
cuatro semanas de oclusion, existe
un decremento de la expresion del
ARNm de este receptor.

Grafica 1. Expresion relativa del
ARNm de la ECA durante la
evolucion del IAM de ventriculo
izquierdo de rata Wistar hembra,
mostrando la media de los valores
+ desviacion estandar, indicando
diferencia significativa a 48 horas
y a 2 semanas (** P<0.001vs
Sham-Veh)

En esta grafica se puede observar que
la expresion de la ECA 1 no se ve
afectada (P<0.001) hasta la segunda
semana de oclusién coronaria, en
donde se observa una sobreexpresion
del ARNm de esta proteina en mas de
60 veces, disminuyendo de manera
tiempo dependiente, aproximandose a
un valor cercano al cero.
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8- Grafica 3. Expresion relativa del
Expresion relativa del ARNm del receptor ATz ARNm del Receptor AT durante la
evolucion del IAM de ventriculo
izquierdo en rata Wistar hembra,
mostrando la media de los
resultados + desviacion estandar,
indicando diferencia significativa a
las 48 horas de oclusién coronaria
(**P<0.001 vs Sham-Veh) mediante
la prueba post-hoc de Bonferroni.

Expresion relativa

Para la gréafica 3, podemos observar
que tras 48 horas de oclusién
coronaria se hace evidente la sobre
expresién de alrededor de 5 veces
del ARNm del Receptor ATz la cual
disminuye tiempo dependiente. Se
observa a la semana uno que la
expresion de este  receptor
disminuye, incluso a niveles
Tiempo de oclusion coronaria menores que en la homeostasis del
sistema cardiovascular.

T T T T T T
Sham-Veh 43 horas  1semana 2 semanas 3 semanas 4 semanas

16.- DISCUSION DE RESULTADOS

Una de las estrategias mas utilizadas en el estudio de las alteraciones fisiopatologicas resultantes de
la oclusion coronaria es el uso del modelo del infarto experimental en el roedor. Recordando que el
infarto agudo de miocardio (IAM) se define como la necrosis resultante por la baja perfusion tisular,
con sefiales y sintomas consecuentes de la muerte celular cardiaca.

Este método trae consigo ciertas ventajas, ya que se pueden adecuar los animales especificamente
para los protocolos y con costo mas bajo que animales mayores, ademas de que la cirugia es rapida
y finalmente que se pueden observar las caracteristicas del metabolismo involucradas en el IAM como
por ejemplo necrosis, cicatrizacion y remodelado ya que ocurren rapidamente.

El clésico eje presor representado por la Ang-Il, la ECA y el receptor AT+, es el responsable de los
efectos vasoconstrictores, proliferativos, hipertensivos vy fibréticos del SRAA, cuya sobreactivacién
esta asociada con el desarrollo de hipertension arterial y enfermedades cardiovasculares. (Gironacci,
Cerato, & Carbajosa, SA)

Debemos tener en cuenta que tras el IAM ocurren alteraciones dinamicas tanto en el segmento
infartado como en la region no infartada, en la region infartada el tejido fibroso sustituye al tejido
necrético. (Zornoff, Paiva, & Minicucci, 2008)
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La ECA es producida en los fibroblastos cardiacos y las células endoteliales coronarias. La fibrosis
resulta en rigidez ventricular provocando asi disfuncion diastolica e insuficiencia cardiaca, tal y como
nosotros encontramos una disminucion de la presion diastdlica a una y dos semanas de oclusion
coronaria, sin embargo el eje depresor Mas/Ang (1-7)/ECA2 ejerce un efecto cardioprotector, el cual
estad mediado por la generacion de NO ademas de que este eje se opone a las acciones generadas
por el Receptor AT+. (Mirabito & Denton, 2018)

Ademas encontramos un aumento a las dos semanas en la expresion de la ECA que como ya se
menciond esta enzima es producida en los fibroblastos cardiacos, por lo que podriamos sugerir que
después de este tiempo, las células miocardicas han sido sustituidas por fibroblastos. Zornoff y
colaboradores indican que los miofibroblastos son fibroblastos modificados por el TGF- secretado
por los monocitos y responsables de la sintesis de colageno |y Ill, que empieza a acumularse en la
region periférica del infarto en el tercer dia y se convierte en algo bien organizado tras 14 dias de 1AM,
obteniendo un proceso de cicatrizacién completo tras 21 dias de la oclusién coronaria. (Zornoff, Paiva,
& Minicucci, 2008)

La Angiotensina Il esta involucrada en el remodelado del corazén, crecimiento y apoptosis. Esta
hormona peptidica se libera por la sensibilizacion del miocito ventricular, producido en un sistema
intracelular conocido como Renina-Angiotensindgeno-ATll local enddgeno, el cual se retroalimenta en
el miocardio de manera autocrina para promover el crecimiento, este sistema se regula a la alta
durante la hipertrofia ventricular izquierda. (Barriga, 2003)

La Ang-Il por estimulacién del receptor AT+ aumenta la concentracion de Ca?* intracelular produciendo
constriccion, aumentando asi el tono vascular y la presion arterial ademés aumenta la generacion de
especies reactivas de oxigeno, las cuales estan implicadas en la hipertrofia e inflamacién vascular y
en la inactivacion del NO, provocando de esta manera disfuncion endotelial e hipertension.

De acuerdo con Bariga y colaboradores, encontramos un aumento de la expresion del receptor AT
en la fase aguda del IM en hembras, indicando asi que el proceso de remodelado ha comenzado, ya
que el Receptor AT+ es estimulado por la Ang-Il, uniéndose a una proteincinasa a través de la proteina
G, activando proto-onco-genes que promueven el crecimiento celular. (Barriga, 2003)

Ya que el proceso de cicatrizacion en este modelo se genera en 21 dias como se menciona
anteriormente, el decremento de la expresion de los receptores ATy y AT. sera gradual tiempo
dependiente hasta llegar a niveles muy préximos a los basales.

El receptor AT> es altamente expresado en tejidos fetales, ademas de que su expresion disminuye
drasticamente después del nacimiento, sugiriendo que juega un papel importante en el desarrollo del
sistema cardiovascular, en este sistema el receptor AT, se expresa en los cardiomiocitos, fibroblastos
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cardiacos, vesiculas de la aorta y arterias coronarias. (Li & Li, 2012), este receptor al ser estimulado
inhibe el crecimiento celular y la apoptosis, involucra la activacion de la cascada de las MAPK-1 (Li &
Li, 2012)

La activacion de proteinas fosfatasas especificas de tirosina o serina/treonina por el receptor AT, es
observada en otros tipos celulares, la activacion de este receptor inhibe el crecimiento celular y la
apoptosis involucrando la activacion de las MAPK-1 junto con la PP2A (fosfatasa de serina y treonina
A2) resulta en la inhibicion de las cinasas reguladoras extracelulares (ERK extracelular-regulated
kinases) 1y 2 que ademas parece estar mediado por proteinas G inhibidoras. (J6hren & Dendorfer,
2004)

Sabiendo esto, la via de la ERK1/2 juega un rol importante en el control de la proliferacion celular.
Esta via es rapidamente estimulada por agentes mitdgenos, y en células normales la activacion de
estas quinasas es necesaria para la eficiencia de la progresion del ciclo celular de fase G1 a fase S,
(Roux, 2011) deduciendo asi que tras 48 horas de oclusion coronaria la fisiologia del miocardio busca
inhibir la proliferacién a través de la activacion del receptor de angiotensina tipo 2 y va disminuyendo
tiempo-dependiente, asi como la expresion del receptor AT+, inhibiendo el ciclo celular.

En resumen, el receptor AT, antagoniza al mismo tiempo los efectos hipertréficos generados por la
union de la Ang-Il con el receptor AT, a través de la via de la MAPK, la evidencia demuestra que las
cinasas reguladas por sefiales extracelulares 1y 2 (ERK1/2) fueron defosforiladas cuando el receptor
AT, se activa. (Li & Li, 2012)

Se ha demostrado que antagonizar al receptor AT favorece el crecimiento ventricular (Johren &
Dendorfer, 2004), por lo que este receptor indica una importante inhibicion de la hipertrofia y fibrosis,
donde nosotros encontramos un maximo de expresion a las 48 h de oclusién coronara por lo que se
deduce que la expresion de estos receptores seguiran la misma tendencia ya que de alguna manera
el cuerpo buscara estar en homeostasis tal como sugiere Bruno Escalante (Escalante, 2004), ademas
de que al ser el receptor AT, expresado mayoritariamente antes del nacimiento, este no puede ser
comparado en su expresion en nimero con la de su homélogo el receptor AT4, sin embargo la
tendencia que sigue es la misma para ambos receptores.

Se ha mencionado que el corazén esta constituido por diferentes tipos de células, tales como
fibroblastos cardiacos, miocitos, células endoteliales y células musculares lisas vasculares. Estos
diferentes tipos de células mantienen la naturaleza eléctrica, quimica y biomecanica de la respuesta
del érgano, ademas de que ayudan a preservar la estructura tridimensional a través de la secrecion
autdcrina o paracrina de diferentes factores, por lo que las alteraciones en estas sefiales pueden
causar cambios perjudiciales, adaptativos y/o compensatorios en el corazon. (Souders, Bowers, &
Baudino, 2009)
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Esto indica que la expresion del receptor ATs y de la ECA juegan un papel perjudicial y a la vez
adaptativo en el infarto agudo de miocardio, sin embargo el receptor AT favorece un mecanismo
compensatorio hacia el estrés hemodinamico generado en esta experimentacion.

El remodelado es en general definido como cambios en la organizacion del miocardio, y es un proceso
critico que permite al corazén adaptarse a cambios por sefiales quimicas, mecanicas y eléctricas. Los
miofibroblastos, los cuales se sugiere son fibroblastos modificados por el TGF-3, son células que
forman parte en el crecimiento, desarrollo y en la reparacidn de varios tejidos. (Souders, Bowers, &
Baudino, 2009).

Los fibrobastos cardiacos también han sido llamados “células centinelas”, ya que estas pueden
detectar cambios quimicos, mecanicos o eléctricos en el corazon y generan la respuesta apropiada,
ademas de que una de las principales funciones de estas células, es la sintesis y degradacion de la
matriz extracelular por lo que al existir muerte celular, los fibroblastos buscaran degradar esta matriz,
con la finalidad de remodelar el ventriculo.

En condiciones normales la expresion de metaloproteinasas de matriz (MMPs) estan muy bien
reguladas, sin embargo en condiciones patoldgicas las expresion de estas proteasas se ve
incrementada permitiendo asi la degradacion excesiva de la matriz extracelular teniendo efectos
directos sobre la funcionalidad del corazén. (Souders, Bowers, & Baudino, 2009)

Diversos estudios histolégicos han demostrado que la sobre expresion del receptor AT en el modelo
de oclusion coronaria en raton, los efectos antifibroticos de este receptor son més prominentes en el
area perivascular que en el espacio intersticial. Kurisu y colaboradores indican que la fibrosis
perivascular es inhibida por la estimulacion del receptor AT, en miocitos en una manera dependiente
BK/NO.

Este experimento nos sugiere que la activacion del receptor AT, serviria ampliamente inhibiendo el
remodelado del ventriculo y de esta manera evitar que el corazén pierda su funcionalidad, ademas
nos orienta en saber que los farmacos bloqueadores de la ECA no evitan la formacién de Ang-Il por
lo que el estimulo a los receptores AT1 y ATz no es inhibido en su totalidad, lo ideal seria un farmaco
que sea antagonista selectivo de receptor AT+ y agonista de receptor ATo.

17.- CONCLUSIONES

Se midi6 la expresion relativa de la ECA y receptores AT y AT, durante la evolucion del infarto de
miocardio durante 48 h, 1, 2, 3 y 4 sem de oclusion coronaria mediante la técnica RT-PCR tiempo real.
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Existe una sobreexpresion del ARNm de ECA 'y de los receptores AT1y AT2 que inician a la segunda
semana y disminuye gradualmente conforme evoluciona el infarto.

El receptor AT2 aumenta su expresion lo que posiblemente compensa los mecanismos modificadores
generados por el receptor AT+, habiendo encontrado la misma tendencia de expresion para ambos
receptores.

SUGERENCIAS Y PERSPECTIVAS.

Se sugiere que la sobreexpresion de la ECA a las dos semanas se relaciona con la aparicién de
fibroblastos y a su vez podria estar participando en la degradacion de la matriz extracelular.

Con este trabajo se podria pensar en buscar un diagnostico para mujeres que padezcan los sintomas
de un infarto y poder observar si la expresion de los receptores AT1y AT, ademas de la expresion de
la ECA se asimilan al patron que se observa en este experimento.
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