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RESUMEN

El infarto agudo de miocardio [IAM], es la principal causa de muerte en el mundo
occidental y en Chile. Por otra parte, la Diabetes Mellitus [DM] es una enfermedad
metabdlica que aumenta el riesgo de desarrollar patologia cardiovascular e in-
cidencia de complicaciones post infarto, como insuficiencia cardiaca y muerte,
pero los mecanismos moleculares involucrados en esta asociacion son aun des-
conocidos. Por lo tanto, llegar a comprender los procesos biomoleculares relacio-
nados con la muerte celular en el IAM, es esencial para fomentar el desarrollo de

estrategias que la prevengan.

Objetivo: Determinar el drea en riesgo de infarto [AR] e infarto y la abundancia de
pardmetros de muerte celular por apoptosis y necrosis en corazén de ratas diabéti-
cas, secundaria a treinta minutos de isquemia post ligadura quirdrgica de la arteria

coronaria descendente anterior [ADA].

Materiales y Métodos: Para cumplir con este objetivo, se desarrolld en el laboratorio
del Departamento de Ciencias Biomédicas de la Escuela de Medicina, Universidad
de Valparaiso, un protocolo de isquemia miocdrdica aguda en corazdn de ratas,
mediante la ligadura quirdrgica permanente de la ADA. Los experimentos se rea-
lizaron en una sala de microcirugia especialmente disenada y equipada para la
ejecucion de cirugia cardiaca experimental in vivo. Para desarrollar el protocolo,
se estudio cuarenta ratas machos Sprague-Dowley [SD] en un periodo de 9 meses.
Posteriormente, cinco ejemplares SD con DM inducida experimentalmente y seis
controles, fueron aleatoriamente incorporados al protocolo de isquemia aguda
desarrollado. La DM se indujo mediante la administracion de Aloxano via intraperi-
toneal. Se considerd ratas diabéticas aquellas con glicemia superior a 200 mg/dL.
En este experimento, se determind el drea de miocardio en riesgo de infarto [AR]
mediante la técnica de doble tincidn con azul de Evans [AE] y trifeniltetrazolio [TTC];
el dano estructural del miocardio a través de histologia convencional y en estudios
inmunohistoquimicos, se cuantificaron pardmetros de muerte celular por apoptosis
[abundancia de Caspasa-3 activa] y necrosis [abundancia de Ciclofilina-D] por

medio del conteo de células marcadas.



Resultados: No se identificé dreas de infarto en ninguno de los animales estudiados
del grupo control y diabético. El AR promedio fue mayor en el grupo control 31,3%
[IC 95%: 26,6-35,9] vs el grupo diabético 23,7% [IC 95%: 18,4-28,9] [p<0.009]. No se
observo diferencias en la abundancia de Caspasa-3 activa y Ciclofilina-D, entre
los grupos control y diabético. En la histologia convencional, se encontré peque-
nas zonas de miocardio estructuralmente anormal en algunos animales en ambos

grupos.

Conclusiones: La isquemia aguda de miocardio por treinta minutos no provocd
infarto macroscépicamente identificable en las ratas diabéticas y la expresion de
pardmetros de muerte celular no fueron mds abundantes que en los controles. Una
explicacion hipotética de estos hallazgos podria ser que la DM en su fase tempra-
na, tendria un efecto cardioprotector sobre el insulto isquémico en el corazén de

la rata diabética.

SUMMARY

Acute myocardial infarction [AMI] is the leading cause of death in the Western
world and in Chile. Moreover, diabetes mellitus [DM] is a metabolic disease that
significantly increases the risk of developing cardiovascular disease and post myo-
cardial complications, such as heart failure and death, however, the molecular
mechanisms involved in this association are unknown. Therefore, understanding the
biomolecular processes related to cell death in AMI, is essential to promote the de-

velopment of strategies to prevent it.

Objective: To determine the area at risk of infarction [RA], area of infarction and
the abundance of parameters of cell death by apoptosis and necrosis in heart of
diabetic rats, secondary to thirty minutes of ischemia post-surgical ligation of the left

anterior descending coronary artery [LAD].

Material and Methods: To meet this goal, in the Department of Biomedical Sciences

laboratory of the School of Medicine, University of Valparaiso, Chile, a protocol of



acute myocardial ischemia in rat heart by permanent surgical ligation of the LAD
was developed. Experiments were performed in a room specially designed and
equipped to perform in vivo experimental cardiac microsurgery. To set this protocol,
forty male Sprague-Dawley rats [SD] were studied over a period of nine months.
Subsequently, five male SD rats with experimentally induced DM and six conftrols
were randomly allocated info the acute ischemia protocol developed. DM was
experimentally induced by intfraperitoneal administration of alloxan. Rats with blood
glucose higher than 200 mg/dL were considered to be diabetic. During the experi-
ment, RA was determined by using a double staining technique with Evans blue and
triphenyltetrazolium; myocardial structural damage through conventional histology;
and parameters of cell death by apoptosis and necrosis by counting labeled cells

in immunohistochemical studies.

Results: No areas of infarction were identified in any of the animals studied both dia-
betics and confrols. The AR average was higher in the control group 31.3% [95% CI:
26.6 10 35.9] vs the diabetic group 23.7% [95% CI: 18.4 to 28.9] [p <0.009]. No differen-
cesin the abundance of Caspase-3 active and Cyclophilin-D, between control and
diabetic groups were found. In conventional histology, small areas of structurally

abnormal myocardium were found in some animals in both groups.

Conclusions: Acute myocardial ischemia for thirty minutes caused no identifiable
macroscopic infarction in diabetic rats and parameters of cell death were not lar-
ger than in the conftrols. A hypothetical explanation is that the DM in its early stage
would have a cardioprotective effect against the ischemic insult in the diabetic
rat heart. A hypothetical explanation for these findings might be that DM in its early
stage would have a cardioprotective effect on the ischemic insult in the diabetic

rat heart.
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1. INTRODUCCION

El infarto agudo de miocardio [IAM] secundario a enfermedad coronaria ateroes-
clerética [ECA] complicada, es la principal causa de muerte en el mundo occiden-
tal [1,2,3] y también en Chile [4].

Por otro lado, la Diabetes Mellitus [DM] es una enfermedad metabdlica que au-
menta significativamente el riesgo de desarrollar patologia cardiovascular, espe-
cialmente ECA [5,6], e incrementa la incidencia de complicaciones en el |IAM,

como insuficiencia cardiaca [IC] y/o muerte [7-9].

EI 1AM, es consecuencia de la oclusidn frombdtica de una arteria coronaria, evento
patoldgico descrito hace mdas de cien anos atrds [10]. El mecanismo fisiopatoldgico
de este proceso, es la erosion o fisura de una placa de ateroesclerosis coronaria,
incidente que desencadena la cascada de coagulaciéon con la formacién de un

tfrombo y obstruccion del vaso enfermo [11,12] [Figura 1].

Figura 1. Proceso de iniciacidn, progresidon y complicacién de la placa aterosclerdtica en un vaso coronario. A, coronaria
normal. B, acumulacién de lipidos en la intima del vaso. C, etapa fibrolipidica. D, progresién de la lesién con mediadores
inflamatorios que expresan factor tisular [procoagulante] y proteinasas que degradan la matriz debilitando la cubierta
fibrosa de la placa. E, ruptura de la capsula fibrosa que causa trombosis no-oclusiva de la placa aterosclerdtica. Si los meca-
nismos protrombaéticos prevalecen sobre los fibrinoliticos, se produce trombosis oclusiva desencadenandose un sindrome
coronario agudo. F, reabsorcion del trombo con respuesta de cicatrizacion [acumulacién de colageno, proliferacion de
células de musculo liso], transformando la placa fibroadiposa en placa fibrosa y/o calcificada, que puede estenosar signifi-
cativamente el vaso y producir angina de pecho. G, erosién superficial de la capa endotelial con formacién de un trombo
oclusivo que causa un infarto agudo de miocardio [Adaptado de Ref. 12].
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Durante el siglo recién pasado, hubo importantes avances en el tratamiento de
esta grave enfermedad cardiaca. A comienzos de la década de los sesenta, se
pone en funcién las Unidades Coronarias [13], progreso que permitio reducir la mor-
talidad del IAM de 30% a 15%, al optimizarse el manejo de las arritmias ventriculares
complejas y bloqueo auriculoventricular de alto grado. Su tratamiento actual - la
terapia de reperfusion miocdrdica - se inicid a mediados de la década de los se-
tenta, cuando se realizd por primera vez la lisis de un frombo coronario, mediante
infusion directa de un frombolitico - la estreptoquinasa [SK] - en la arteria coronaria
ocluida de un paciente con IAM [14]. Posteriormente, se demostrd el efecto benefi-
cioso de la SK administrada por via intravenosa periférica [15]. La terapia de reper-
fusion, ha mejorado las expectativas de vida de los pacientes que sufren un IAM
[16,17]. Porlo tanto, el objetivo terapéutico actual en esta enfermedad, es el resta-
blecimiento del flujo sanguineo en la arteria coronaria relacionada con el infarto,
desobstruyendo la oclusion trombdtica mediante trombolisis intfravenosa periférica
o angioplastia, procedimientos que permiten reperfundir el miocardio isquémico
[18,19]. Sin embargo, aunque la reperfusion miocdrdica constituye un gran avance
en el tratamiento del IAM - porque reduce la muerte celular por isquemia al resta-
blecer el flujo coronario - puede también producir dano de los cardiomiocitos que
sobreviven a la isquemia, mediante un proceso biomolecular que se ha denomina-
do “fendmeno de no reflujo”, producto del dafo microvascular con edema de los
células cardiacas y endoteliales [20-21], fendmeno que se asocia a un prondstico
adverso [22,23].

En el IAM, la obstruccién de la arteria coronaria, produce isquemia del cardiomio-
cito por falta de oxigeno, situacion que afecta principalmente la funcidon mitocon-
drial, provocando cese del metabolismo aerdbico, detencién del proceso de fos-
forilacion oxidativa, interrupcién de la sintesis de ATP con rdpida disminucion de su
concentracién y aumento en la concentracion de ADP, AMP y Pi. Como conse-
cuencia de lo anterior, se activa temporalmente el metabolismo anaerdbico con
produccion de ATP a través de la via glucolitica, proceso metabdlico que aumenta
la produccion de lactato. La perpetuacion de la isquemia llevard al cardiomioci-

to a un estado de acidosis intracelular, gatilldndose una cascada de reacciones



INTRODUCCION

bioquimicas, moleculares vy fisioldgicas que estimulan el aumento de la produc-
cion de especies reactivas de oxigeno [ERO], hecho que finalmente provocard la
muerte celular. Si bien el dano de los cardiomiocitos depende de la duracidn de la
isquemia, que lesiona el sarcolema provocando un incremento masivo del Ca++
infracitoplasmdtico, la reperfusién miocdrdica amplifica el dano de la membrana

sarcoplasmdtica y también el de la membrana mitocondrial [24,25].

El restablecimiento del flujo sanguineo debe ser - idealmente - precoz después de
iniciado el proceso isquémico, circunstancia que en la prdctica clinica ocurre muy
ocasionalmente. Se ha estimado que si la reperfusion ocurriese precozmente, se-
ria posible reducir en aproximadamente 50% el dano del miocardio con isquemia
severa [26]. A su vez, la prevencidon del dano por reperfusion mediante terapia de
cardioproteccion, podria contribuir a una reduccion adicional del dano postinfar-

to, mejorado el resultado clinico [27].

MUERTE CELULAR EN EL IAM

La muerte celular del cardiomiocito en el IAM puede ocurrir por 3 mecanismos:

autofagia, apoptosis y necrosis [28].

AUTOFAGIA

La autofagia representa un mecanismo de respuesta de supervivencia celular, que
repone energia bajo situaciones de estrés como la isquemia [28]. Durante el pro-
ceso autofagico, se produce la formacion de un compartimento de doble mem-
brana, denominado autofagosoma, que engloba el material intracitoplasmdatico a
ser degradado [proteinas y orgdnulos]. Lo primero que ocurre, es la formacion de
una cisterna membranosa llamada fagdforo, que crece luego en longitud y tiene
la capacidad de reconocer el material que posteriormente serd degradado. El au-
tofagosoma, se fusiona posteriormente con lisosomas, orgdnulos ricos en enzimas
hidroliticas que provocardn la digestion de su contenido [29]. Durante la autofagia,
se produce la activacion espacial y temporal de multiples componentes molecula-

res que forman parte de las rutas de senalizacién de este proceso, las que pueden
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operar independientemente, de forma paralela y/o a través de interconexiones
[30] [Figura 2].

Entre estos, el complejo sensible a rapamicina 1[mTORT, por sus siglas en inglés] es
un regulador negativo de la autofagia, que es inhibido por la estimulaciéon de la
proteina quinasa activada por AMP [AMPK], gatildndose de esta manera el pro-
ceso autofagico [Figura 2]. Otra ruta de senalizacién lo constituye el complejo de
Beclina 1-proteina vacuolar tipo-34 [Vps34], que es inactivado por accidén de pro-
teinas anti-apoptdticas de la familia Bcl-2 [BCL2, BCLX-L, MCL1] y que también se
activa por accion de la AMPK, estimuldndose el inicio de la autofagia [Figura 2].
Posteriormente, dos proteinas tfransmembrana, la proteina relacionada con auto-
fagia-9 [Atg?] y la proteina vacuolar de membrana 1 [VMP1], reclutan los lipidos
para la formaciéon del fagdforo, mientras que para el sellado del autofagosoma,
se requiere de la participacion de dos sistemas de conjugacion paralelos, similares
al proceso de conjugacion de ubiquitina. Por un lado, el sistema de cadena ligera
3 de la proteina 1 asociada al microtUbulo [LC3-l, por sus siglas en inglés] y por el
ofro, las cascadas de conjugacion con participacion de proteinas relacionadas
con la autofagia [ATG, por sus siglas en inglés], en particular el sistema ATG-12. Por
Ultimo, los eventos de fusidon del autofagosoma vy lisosoma para formar un autofa-
golisosoma, son todavia poco claros. Sin embargo, se cree que ATG adicionales
qgue median la fusion de vesiculas [SNARE], estarian involucradas en este proceso.
Finalmente, la autofagia culmina con la hidrdlisis de las proteinas, lipidos y dcidos
nucleicos contenidos en el autofagolisosoma, por accién de las enzimas lisosoma-

les [Figura 2].

Durante el proceso isquémico secundario a la oclusién coronaria permanente, se
produce un incremento del proceso autofdgico por activacion de la AMPK que
inhibe MTOR, potente inhibidor de este proceso. Por otra parte, la inhibicidon de
la autofagia produce el aumento del tamano del infarto, como ha sido experi-
mentalmente demostrado en ratones transgénicos sometidos a un modelo de is-
qguemia-reperfusion [IR], hallazgo que sugiere un rol de proteccion de la autofagia

durante la isquemia prolongada [31]. Sin embargo, la repuesta autofdgica se hace
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disfuncional durante la reperfusion. Por tanto, la autofagia puede ser protectora
durante la isquemia y perjudicial durante la reperfusion. Esta diferencia se explica
porque durante el proceso isquémico, la autofagia es inducida por AMPK, mientras
que durante la reperfusion, se activa por aumento en la abundancia de beclina 1,

un mecanismo independiente de AMPK [32].
APOPTOSIS

La muerte celular por apoptosis es mediada por dos mecanismos, la via extrinseca
por estimulacion de receptores de membrana y la via intrinseca, en la que partici-
pan las mitocondrias y el reticulo endoplasmdtico [Figura 3]. Sin embargo, ambas
vias conducen a la activacion de las caspasas. Las caspasas son proteasas que se
encuentran en el citoplasma en su forma inactiva - procaspasas - activindose por
dimerizacién para producir hidrdlisis de los enlaces peptidicos de proteinas estruc-
turales y regulatorias, desencadenando la muerte celular por apoptosis. Durante el
proceso apoptdtico, existen conexiones entre ambas vias que amplifican las sena-

les de muerte celular por este mecanismo [28] [Figura 3].

En el IAM, si bien la via extrinseca e intrinseca participan en la muerte del cardio-
miocito por apoptosis, es la via infrinseca la que juega un rol central. En este caso,
la escision de la molécula BID por caspasa-8 activa y también por otfras proteasas
no caspasas como las calpainas durante el IAM, conectan la via apoptdtica extrin-

seca e infrinseca amplificando la respuesta apoptdtica [33,34].

La apoptosis, es considerada por algunos investigadores, el mecanismo de muerte
predominante en el IAM, desencadenado por la oclusidon quirdrgica de una arteria
coronaria en corazén de ratas, con una incidencia maxima cuatro horas y media
después de la oclusion coronaria permanente [35]. Sin embargo, ofros autores con-
sideran que el proceso apoptdtico se inicia durante el periodo de isquemia para

ejecutarse durante la reperfusion [36].
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APOPTOSIS
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Figura 3. Proceso de apoptosis a través de la via mitocondrial [intrinseca] y receptores de muerte [via extrinseca]. Diversos
estimulos citotdxicos estimulan la via mitocondrial, regulada por proteinas de la familia BCL-2. Estas estimulan las protei-
nas solo BH3 [iniciadores], que activan las proteinas pro-apoptéticas BAX y BAK, que alteran la membrana externa de la
mitocondria, estimulando la liberacién de citocromo c y SMAC [por su sigla en inglés, second mitochondria-derived activa-
tor of apoptosis], que producen la activacién de caspasa-9. El citocromo c lo hace activando APAF-1 [por su sigla en inglés,
apoptotic protease activating factor 1] y SMAC inhibiendo el inhibidor de caspasa XIAP [por su sigla en inglés, X-linked
inhibitor of apoptosis protein]. La via extrinseca, se activa cuando ligandos de la familia del factor de necrosis tumoral [TNF,
por su sigla en inglés], como FAS o TNFR, activan sus respectivos receptores en la membraba plasmatica. La anterior activa
la caspasa-8, a través de las proteinas FADD [por su sigla en inglés, FAS-associated death domain protein] y TRADD (por su
sigla en inglés, TNRF-associated death domain protein]. Ambas vias, convergen en la activacion de las caspasa efectoras
[caspasa 3, caspasa 6, caspasa 7]. Ademas, tBID (la forma truncada de BID], generada por la accidon proteolitica de la cas-
pasa-8 sobre BID, puede incorporarse en la via de apoptosis mitocondrial amplificando la respuesta apoptotica [Adaptado
de Ref. 34]. BID; por su sigla en inglés, BH3 Interacting Death Domain
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NECROSIS

La muerte celular del cardiomiocito por necrosis, se activa por isquemia miocdr-
dica prolongada con o sin reperfusion. Como fue senalado, la isquemia genera
hipoxia activando el metabolismo anaerdbico que produce acidosis intracelular.
Esta Ultima, se instaura progresivamente durante la isquemia, contribuyendo a la
sobrecarga patolégica de iones sodio [Na+] por accion del intercambiador Na+/
hidrégeno [H+] de la membrana sarcoplasmdtica. De esta manera, iones H+ son
bombeados fuera de la célula y iones Na+ al interior de la misma, lo que genera
un aumento del Na+ intracelular. Ademds, producto de los niveles bajos de ATP,
el Na+ no puede ser bombeado fuera del citoplasma por la bomba Na+/K+, de
modo que la sobrecarga de Na+ infracitosélica activa en reversa, el intercambia-
dor Na+/Ca2+ de la membrana celular, provocando una sobrecarga de Ca2+ [37].
De esta maneraq, el cardiomiocito se deshace del exceso de Na+ que se acumula
durante la isquemia, a costa de una entrada deletérea de Ca2+ desde el medio
extracelular. El aumento de la concentracion intracitoplasmatica de este idn, indu-
ce la liberacién adicional de Ca2+ desde el reticulo endoplasmdatico, aumentan-
do adicionalmente su concenfracion. Asi, la isquemia prolongada activa enzimas
calcio-dependientes como fosfolipasa-A2, nucleasas y calpainas, que degradan
componentes celulares esenciales que no tienen posibilidad de reparacion por fal-
ta de ATP. Es mds, la hidrdlisis del ATP incrementa los niveles de AMP, molécula que
por accion de la 5'nucleotidasa forma adenosina, nucledsido que posteriormente
es metabolizado a fravés de la via de degradacion de las purinas, provocando una

deplecion total de nucledtidos de adenina [37].

Por otra parte, la disfuncion mitocondrial aumenta la generacion de ERO [anidn su-
perdxido, radicales hidroxilos, perdxido de hidrogeno], moléculas que danan com-
ponentes celulares esenciales del cardiomiocito, comprometiendo su funcién vital
mediante la peroxidaciéon de lipidos, oxidacién de proteinas y rotura del ADN [38].
Durante el proceso de reperfusidn, se produce una rapida normalizacién de la aci-
dosis infracelular estimuldndose también el estrés oxidativo [EQ], eventos que junto

ala sobrecarga de Ca2+ producen la apertura de un canal de alta conductancia,
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en la membrana interna de la mitocondria, denominado poro de permeabilidad
transitoria mitocondrial [PPTM] [39-41] [Figura 4], que provoca el desacoplamiento
de la fosforilacién oxidativa, detencion de la produccion de ATP y muerte celular
por necrosis con ruptura de la membrana sarcoplasmdatica y respuesta inflamatoria
[42-44].

El PPTM, permanece cerrado durante la isquemia para abrir inmediatamente ini-
ciada la reperfusion. Asi, el PPTM parece ser cebado durante la isquemia y su aper-
tura se activa durante la reperfusion, sin embargo, aln permanece sin explicacion
definitiva, la interaccion biomolecular entre las subunidades del PPMT vy los factores
desencadenantes de su apertura [ERO, Ca2+, reduccidn del potencial de mem-

brana mitocondrial] [45, 46].

PPTM cerrado PPTM
apertura
sostenida

/]

i

p53

Sintesis ATP ‘
Hidrdlisis ATP

Figura 4. Proceso de regulacion de muerte celular por necrosis y el rol de la ciclofilina-D, proteina de la matriz mitocondrial.
Esta proteina tiene actividad péptido-prolil-isomerasa y contribuye en apertura del PPTM. Este poro abriria por la estimu-
lacion persistente de Ca++, ERO o producto del dafio de IR, que resulta en la la translocacién del NAD+ desde la matriz
mitocondrial al citosol y perdida del potencial de membrana mitocondrial. La actividad en reversa de la FOF1 ATPasa con
hidrélisis del ATP, tiende a recuperar el potencial mitocondrial. Posteriormente, los depdsitos de NAD+ son depletados por
la accién de la NAD+ glicohidrolasa [GH, por su sigla en inglés]. Esto, en combinacién con la deplecién del ATP, conduce a
la necrosis regulada. Este proceso puede ser inhibido por inmunosupresores como la ciclosporina A [CiclA] y salgliferina A
[SfA]. IR, isquemia reperfusidn; NAD, nicotinamida adenina dinucleétido; PPTM, poro de permeabilidad transitoria mito-
condrial [Adaptado de Ref. 41].
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Un modelo propuesto para el PPTM, es que se frataria de un canal conformado por
dimeros de la adenino nucledtido translocasa [ANT] y el fransportador de fosfato in-
orgdnico mitocondrial [TPi] [47], cuyos cambios de interaccidn produciria variacion
en la sensibilidad del PPTM al Ca2+, como ocurre con el uso de ciclosporina A o la
ablacién de ANT [46]. La ciclosporina A, no afecta la interaccion de ciclofilina-D y
la ANT, pero inhibe la union de ciclofilina-D y el TPi [47]. Otra explicaciéon propuesta,
es que la ciclosporina A vy la eliminacion de la ciclofilina-D inhibirian la apertura del

PPTM desenmascarando efectos inhibitorios del TPi [48].

El modelo actualmente propuesto para el PPTM [Figura 5] [45], considera la for-
macion de dimeros entre ANT y TPi, en la membrana interna de la mitocondria. La
ciclofilina-D, se uniria al TPi produciendo cambios conformacionales en esta mo-
lécula, en ANT o en ambos, producto del aumento en la concentracion de Ca++
en la matriz mitocondrial. Al mismo tiempo, el EO y el acoplamiento del Pi al TPi,
acentla la unidn de ciclofilina-D y TPi, que puede - por otra parte - ser inhibida por
la unidn de nucledtidos de adenina con ANT, superando la interaccion entre ANT y
TPi. El estrés oxidativo[EQ], también activa la apertura de PPTM al prevenir la unién

de los nucledtidos de adenina a ANT [45].

Como se observa en la Figura 5, la ciclosporina-A, un fdrmaco inmunosupresor,
impide la unién de la ciclofilina-D a TPi inhibiendo la apertura del PPMT, mientras
tanto la sangliferina - un inmunosupresor natural - inhibe la actividad péptido-pro-
li-isomerasa de la ciclofilina-D, sin provocar su disociacion. Por otra parte, el pH bajo

y el Mg++ también inhibe la apertura de PPTM [45].

Como se menciond previamente, la ciclofilina-D es una proteina que posee un
importante rol regulador del PPTM [ver figura 4 y 5]. De hecho, las células carentes
de ciclofilina-D son resistentes a la muerte celular por sobrecarga de Ca2+ vy estrés
oxidativo, pero no asi a los estimulos apoptdticos. En modelos experimentales de IR,
se ha demostrado que ratones con deficiencia de ciclofilina-D tienen infartos mdas

pequenos [49, 50].
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MUERTE CELULAR POR NECROSIS
PPTM

PORO INESPECIFICO ESTADO NORMAL PORO INESPECIFICO
PATOLOGICO IMPERMEABILIDAD PATOLOGICO

i ™ i i = Y ™ 0
SeBbcef | 77 foboodeds bdooscosof () i

Inhibida por:
Tca 2+ Mg++ y pH bajo

TTC32+ Ciclof-D
Cs-A

Ciclof-D l

NO se requiere para cambio
conformacional y el PPTM
abre en ausencia o inibicién

ANT
de ésta, si el estimulo es B

alto

Inhibida por unién de nucleétidos
de adenina y la conformacién “m”
de ANT [ejemplo, por ABK y AW]

I

La Salgliferina A inhibe la actividad
PPlasa de la Ciclof-D

Activada por:
- Conformacién “c” de ANT

- EO 4 [Unién ADP/ATP a ANT y del Pi al TPi]
La unidn de Ciclof-D a TPi

aumenta la sensibilidad al
Ca++y estd acentuada por
el estrés oxidativo y la
conformacion “c” de ANT

Figura 5. Mecanismo molecular actualmente propuesto para la formacién del poro de permeabilidad transitorio mitocon-
drial [PPTM]. ABK, 4cido bongkrékico; ADP, adenosin difosfato; ANT, adenino nucledtido traslocasa; ATP, adenosin trifos-
fato; Ca, calcio; Ciclof-D, ciclofilina D; Cs-A, ciclosporina A; EO, estrés oxidativo; EIM, espacio intermembrana; MM, transi-
toria mitocondrial; Mg, magnesio; Pi, fésforo inorgénico; PPlasa, péptido-prolil-isomerasa; PPTM, poro de permeabilidad
transitoria mitocondrial; TPi, transportador de fésforo inorganico; AW, potencial de membrana [Adaptado de Ref. 45].

En el modelo experimental, se ha demostrado que el uso de ciclosporina A - un fdr-
Maco inmunosupresor - es capaz de reducir el tamano del infarto, al interferir con la
apertura del PPMT [51, 52] [Figura 5]. En el modelo animal in vivo, se ha observado
que la necrosis en el IAM tiene una incidencia mdxima, a las 24 horas de oclusidn
permanente de una arteria coronaria [35]. Recientemente, en un ensayo clinico
aleatorizado y doble ciego, la administraciéon de Ciclosporina A en pacientes con
IAM, antes de la realizacion de angioplastia coronaria, disminuyd significativamen-
te la liberacion de enzimas miocdrdicas y el tamano del infarto cuantificado por

resonancia cardiaca [53].

Por ofro lado, la ECA - sustrato anatomopatoldgico del IAM - se asocia a numerosos
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factores de riesgo entre los que destaca la DM [5,6]. A su vez, la DM aumenta la inci-
dencia de IC y/o muerte en los pacientes que sufren un IAM [8,9]. En los diabéticos,
el dano cardiovascular [CV] estd relacionado con la duracion de la DM y el control
de la glicemia [54, 55]. Estudios epidemioldgicos han mostrado que la incidencia
de complicaciones micro y macrovasculares estd directamente asociada a la se-
veridad de la hiperglicemia del paciente diabético [56, 57], y su adecuado confrol
reduce el riesgo de complicaciones microvasculares [54, 55]. AUn mas, el control
intensivo de la glicemia - precozmente durante el curso de la enfermedad -reduce
los eventos cardiovasculares en el largo plazo [58, 59]. A la fecha, los mecanismos
biomoleculares involucrados con la asociacion enfre DM, ECA y prondstico adver-
so post-infarto son desconocidos [60,61]. Sin embargo, en el modelo animal se ha
demostrado que en la diabetes existe una disminucion de la expresion de recepto-
res de potencial transitorio V1 [TRPV1] [62], localizados en los nervios sensoriales del
miocardio y en la regiéon perivascular de la superficie epicdrdica de los ventriculos
[63]. Estos receptores, actian como sensores de la isquemia miocdrdica y protegen
al corazdn mediante la liberaciéon de sustancias cardioprotectoras como el pépti-

do relacionado con el gen de la calcitonina [CGRP] y la sustancia P [SP] [64].

Sin embargo, la DM puede afectar la estructura y funcidén cardiaca provocando
IC independientemente de la existencia de ECA, en una condicion patdlogica de-
nominada miocardiopatia diabética [61, 65], cuyo factor etiopatogénico critico es
la hiperglicemia [66]. Por ofra parte, se ha demostrado en el modelo animal que la
hiperglicemia desencadena la produccion de ERO, induciendo la muerte tempra-
na del cardiomiocito a contar del tercer dia con méxima incidencia a los siete dias,

fendmeno que puede prevenirse con la administraciéon de insulina [67].

Aunqgue la duracién de la DM - experimentalmente inducida - influye sobre el ta-
mano del infarto en un corazdn diabético sometido a un proceso de IR, los resulta-
dos han sido contradictorios. En un estudio, el tamano del infarto luego de treinta
minutos de isquemia y cuatro horas de reperfusion, una semana después de indu-
cida la DM con estreptozotocina SZ], fue mds pequeno que en los controles, efecto

protector que desaparecid a las ocho semanas. Esta observacion sugiere que la
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duracion de la diabetes influye sobre la tolerancia a la injuria por IR, existiendo fac-
tores protectores que se expresarian durante la primera semana de evoluciéon de la
DM [68]. Otros investigadores, muestran resultados comparables, al obtener infartos
de menor tfamano en ratas diabéticas a las dos y cuatro semanas de inducida la
DM con SZ, resultado que se pierde a las seis y veinte semanas, respectivamente
[69,70].

Estos estudios, demostrarian que la resistencia del corazdn diabético a la injuria
por IR estd aumentada en el curso temprano de la DM inducida farmacoldgica-
mente, fendbmeno que estaria relacionado con la activaciéon de mecanismos de
supervivencia del cardiomiocito, como el aumento en la expresidon de AKT y éxido
nitrico sintasa [70], o la activacién de ERK [69]. Otro mecanismo de supervivencia
miocdrdica estaria representado, por la disminucion del flujo de glucosa hacia el
cardiomiocito, fendmeno que atenuUa la actividad del intercambiador de Na+/K+y
del intercambiador Na/Ca2+, reduciendo el flujo de ién Ca2+ hacia el citoplasma,

disminuyendo su concentracion y secundariamente el proceso de necrosis [68].

Las investigaciones citadas previamente, representan observaciones en corazén
diabético de ratas sometidas a procesos de IR y no traducen lo que ocurre exclu-
sivamente durante la isquemia. Algunos autores, sostienen que el proceso apop-
tético se iniciaria con la isquemia para ejecutarse durante la reperfusion [36, 71].
Ofros, plantean que la apoptosis es el mecanismo de muerte predominante en el
IAM, en ratas sometidas a oclusidn quirirgica permanente de una arteria corona-
ria [68]. Contrariamente a lo senalado, algunos estudios muestran que la isquemia
miocdrdica prolongada en el IAM, con o sin reperfusion, induce la muerte del car-
diomiocito por necrosis [72]. Por Ultimo, existe evidencia de que la duracién de la
isquemia estaria relacionada con la tasa de necrosis, mientras que la duracion de

la reperfusion con la cuantia de apoptosis [73].

Hasta ahora, el conocimiento de los mecanismos de muerte celular del cardio-
miocito en corazén diabético, durante la isquemia miocdrdica, es incompleto. La

posibilidad de conocer con exactitud el tipo de muerte celular durante la isquemia
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miocdrdica, su incidencia, magnitud y temporalidad, asi como los procesos bio-
moleculares involucrados, permitiria fomentar la investigacion de nuevos agentes
cardioprotectores los que administrados antes de la terapia de reperfusion, podrian
potencialmente disminuir o evitar el dano por reperfusion y las principales compli-

caciones post infarto, como la IC y/o muerte.
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2. HIPOTESIS

El infarto de miocardio es de mayor tamano en ratas diabéticas que en ratas con-
trol y la expresion de pardmetros de muerte celular cardiaca apoptdtica y necroti-
ca mds abundante, luego de 30 minutos de isquemia continua por ligadura quirdr-

gica permanente de la ADA.
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3. OBJETIVOS GENERALES

1. Desarrollar y poner en funcionamiento un modelo in vivo murino [ratas] de
isqguemia miocdrdica que permita estudiar los procesos celulares y/o bio-

moleculares involucrados.

2. Determinar el drea de infarto y la abundancia de pardmetros de muerte
celular por apoptosis y necrosis en corazén de ratas diabéticas, luego de
30 minutos de isquemia continua por ligadura quirdrgica permanente de la
ADA.

4. OBIJETIVOS ESPECIFICOS

1. Medir el tamano del drea de miocardio en riesgo e infartado en corazén
de ratas diabéticas, luego de 30 minutos de isquemia continua por ligadura
quirdrgica permanente de la ADA, mediante técnica de doble tincién con

azul Evans 1% [AE] y cloruro de frifeniltetrazolio 1% [TTC].

2. Cuantificar pardmetros de muerte celular por apoptosis [abundancia de
caspasa-3 activa] y necrosis [abundancia de ciclofilina D] en miocardio en
riesgo e infartado, luego de 30 minutos de isquemia continua por ligadura
quirdrgica permanente de la ADA, por medio de técnicas de inmunohisto-

quimica sobre cortes histoldgicos de 5 um de grosor.
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5. MATERIALES Y METODOS
Objetivo General 1
5.1. Animales

Los animales utilizados fueron ratas machos SD, todos adquiridos en el Bioterio de la

Pontificia Universidad Catdlica de Chile.

Los animales fueron mantenidos en la Unidad de Modelos Experimentales del Cen-
tro de Investigaciones Biomédicas de la Facultad de Medicina, Universidad de Val-
paraiso, en condiciones controladas de luz [12 horas de ciclos de luz/oscuridad],
temperatura ambiental de 21°C, humedad ambiental de 50%, ventilacion adecua-
da vy libre de ruidos, recibiendo una dieta de pellets comerciales y agua ad libitum,
cumpliendo asi con todas las normas bioéticas segun la “Guia para el cuidado y
uso de animales de laboratorio”, publicado por el “National Health Institute” [NIH
N° 85-23, revisado 1996]. Este estudio experimental fue aprobado por el Comité de

Bioética para la Investigacién de la Universidad de Valparaiso [011-2012].

Se utilizaron 40 ratas machos Sprague-Dowley, con edad entre 8-12 semanas y un
peso promedio de 617.9 £ 8.9 gramos [Rango 445-710]. Los experimentos se lleva-
ron a cabo entre septiembre 2012 y mayo de 2013, en una sala de microcirugia
especialmente disenada y equipada para cirugia cardiaca experimental in vivo

[ver Figuras 6 y 7].
5.2. Anestesia y ventilacion
5.2.1. Induccion anestésica

Para la induccion de la anestesia las ratas fueron depositadas en una caja de in-

duccidn anestésica de 29x44x29 cm [Harvard Apparatus, USA] administrdndose
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Figura 6. Sala de microcirugia, loca-
lizada en Centro de Investigaciones
Biomédicas de la Escuela de Medicina,
Universidad de Valparaiso.

Figura 7. Sala de microcirugia. Tabla operatoria temperada [Flecha amarilla]; mdscara de anestesia para ratas [Flecha roja];

ventilador mecanico Inspire [Flecha naranja]; monitor cardiaco [Flecha azul], lampara quirurgica [Flecha verde].
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una mezcla de isofluorano 5% con oxigeno 100% [74 ], mediante la utilizacidn de un

sistema de anestesia adhoc [Harvard Apparatus, USA] [Figuras 8y 9].

Una vez comprobado que el animal estaba anestesiado [sin respuesta al pellizcao-
miento de la nariz o cola], fue trasladado a una tabla operatoria temperada que

permite mantener la temperatura corporal del animal en 37°C [Figura 10] y conti-

nuar la anestesia a fravés de una mdascara especial para ratas [Harvard Apparatus,
USA] [Figura 11].

Figura 8. Caja de induccidn anestésica
para ratas [Harvard Apparatus, USA].

Figura 9. Sistema de anestesia para
la administracién de isofluorano en
animales [Harvard Apparatus, USA].
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Figura 10. Tabla quirdrgica temperada para roedores
[Harvard Apparatus, USA].

.

Figura 11. Rata en tabla operatoria. Ad-
ministracién de anestesia a través de
mascara adhoc [Flecha roja].

5.2.2. Intubacién y ventilacion

Con el animal anestesiado y en condiciones de asepsia, se realizd fraqueotomia e
infubacion [75] con una cdnula para ratas de acero inoxidable [3,0 mm de didme-
tro exterior, longitud 55 mm] con adaptador en Y para la conexion enfre canula y

ventilador [Harvard Apparatus, USA] [Figura 12].

Una vez concluida la infubacidn, se inicié la ventilacion mecdnica del animal, utili-
zAndose un ventilador mecdnico para roedores volumen-control [VC], que permite
calcular automdticamente los pardmetros respiratorios éptimos, luego que se incor-
pora el peso del animal [Inspira ASVP, Harvard Apparatus, USA] [Figura 13]. Al mismo
tiempo, se utilizd un sistema de anestesia FLUOVAC para animales pequenos, con
sistema de recoleccion de residuos que absorbe y elimina vapores anestésicos del
drea de trabajo, proporcionando proteccion y seguridad al personal expuesto [Fi-
gura 13]. Los animales permanecieron anestesiados con isofluorano en dosis de 0.5-

1.5% mezclado con oxigeno 100%, durante todo el desarrollo del experimento [74].
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Figura 12. Arriba, canula para intubacion post traqueo-
tomia en ratas. Abajo, canula in situ luego de traqueo-

tomia.

b
N -

Figura 13. Izquierda, ventilador Inspire ASVV, Harvard Apparatus, USA, volu-
men/control. Derecha, sistema de seguridad FLUOVAC, para la recoleccion de

residuos anestésicos.
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5.3. Monitorizacion del animal

Se realizé monitoreo electrocardiografico confinuo mediante un monitor Cardio-
pac [Datex Ohmeda, GE, USA], con derivacion electrocardiogrdfica Il, luego de
la instalaciéon de electrodos aguja subcutdneas en las manos y el pie izquierdo del
animal estudiado. De esta manera, se registrod el ritmo y frecuencia cardiaca, asi
como las alteraciones electrocardiogrdficas isquémicas post ligadura de la ADA

[Figura 14].

o Datex-Ohmeda

Si5 ::o

Figura 14. Monitor Cardiopac [Datex Ohmeda GE, USA].
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5.4. Procedimiento quirirgico

El corazdn de rata tiene una longitud promedio de 21 mm y un ancho de 13 mm.
El didmetro de la ADA es aproximadamente 0.2 mm [Figura 15]. En consecuencia,
para la realizacion de cirugia cardiaca en ratas, el cirujano debe utilizar una lupa
quirdrgica. En este experimento se utilizd una lupa Galileo 3,25 X [Surgical Acuity,

Class lll Hi Res, Through The Lens, Galilean] [Figura 16].

Figura 15. Corazon de rata. Eje longitudinal 20 mm; eje
transverso 16 mm.

( SurgiCaI Acuity

Figura 16. Lupa quirdrgica para microcirugia [Surgical
acuity].
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El torax fue abierto en condiciones asépticas, mediante una esternotomia que
permitid acceder al corazén de manera optima. Se removid cuidadosamente el
saco pericdrdico y localizé la ADA, rama principal de la arteria coronaria izquier-
da. Luego, la ADA se ligd cerca de su origen, aproximadamente a 2-3 mm de la
interseccioén, entre el tracto de salida del ventriculo derecho y el borde inferior de
la auricula izquierda, utilizdndose una sutura de Prolene 6.0 [Ethicon]. Con el objeto
de facilitar la ligadura del vaso, se utilizdé un cotonete de algoddn presionando
suavemente sobre la superficie del ventriculo izquierdo [VI], maniobra que permite
disminuir el movimiento del corazon [76]. La presencia de isquemia se comprobd
por la observacion de palidez y/o cianosis en la pared anterior y lateral del VI, tam-
bién por el registro de isquemia en el electrocardiograma [76-79] [Figura 17]. La

ADA se mantuvo permanentemente ligada por un periodo de 30 minutos.

Figura 17. Izquierda, corazdn de rata con area de cianosis en territorio de miocardio irrigado por la ADA [Flechas blancas],
por debajo del sitio de la ligadura [flecha amarilla]. Derecha arriba, electrocardiograma basal. Derecha abajo, trazado
electrocardiografico post ligadura, muestra supradesnivel del segmento ST de 7 mm [entre barras azules], manifestacién
electrocardiografica de la isquemia. ADA, arteria descendente anterior.
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El instrumental quirdrgico utilizado durante este protocolo se describe la Tabla 1.

TABLA 1. Instrumental quirdrgico utilizado durante protocolo isquemia

Nombre Compaiiia N° Catalogo
Pinzas anguladas 45° Fine Science Tools 11063-07
Pinzas Dumont Fine Science Tools 11253-27
Pinzas Moria Fine Science Tools 13370-31
Pinzas hemostaticas Kelly Fine Science Tools 13018-14
Pinzas hemostaticas Micro-Mosquito  Fine Science Tools 13011-12
Porta agujas Fine Science Tools 12075-12
Tijeras de diseccién puntiagudas Fine Science Tools 14568-09
Tijeras de diseccion romas Fine Science Tools 14072-10
Tijeras Vannas Spring Fine Science Tools 15003-08

5.5. Procesamiento de los corazones
MEDICION DEL AREA DE MIOCARDIO EN RIESGO DE INFARTO E INFARTADO

El drea enriesgo de infarto [AR] fue determinada mediante una técnica de doble
tincién con AE 1% y TTC 1% [76-81]. Al término de los 30 minutos de isquemia, la
aorta tordcica ascendente fue clampeada, luego de lo cual se inyectd 1 ml de AE
1% directamente a la cavidad ventricular mediante puncidon en el dpex del VI [82].
Posteriormente, se extrajo rdpidamente el corazén, se lavd con solucion salina tam-
ponada con fosfato, pH 7.4 [PBS] para eliminar el exceso de AE y luego se recortd
el tejido auricular. El colorante AE tine el tejido miocdrdico que no es irrigado por
la ADA [sin isquemia], mientras que el drea miocdrdica en riesgo de infarto [AR] -
relacionada con la ADA ligada - no se tine, exhibiendo un color rojo pdlido [Figura
18]. El AR, se define como el drea de hipoperfusion [isquemia] durante la oclusidon
aguda de una arteria coronaria, la que incluye injuria celular reversible e irreversible
[83, 84]. En este experimento, el AR corresponde al territorio de miocardio irrigado
porla ADA.
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Figura 18. Corazdn de rata después de la
ligadura permanente de la ADA [Flecha na-
ranja] sometido a un periodo de isquemia
de 30 minutos. lzquierda, cara anterior del
corazén en la que se observa una extensa
AR correspondiente al territorio irrigado
por la ADA, de color pélido que no se tifid
con AE [trébol blanco]. El territorio de mio-
cardio normal [no irrigado por la ADA] se
tifie de color azul oscuro [asterisco verde].
Derecha, cara posterior del corazén, mues-
tra tejido miocardico normal [irrigado por la
ACD], tefiido integramente de color azul os-
curo por el colorante AE. AE, azul de Evans;
AR, area en riesgo; ACD, arteria coronaria
derecha ADA, arteria coronaria descenden-
te anterior.

Posteriormente, el corazdn es depositado en una matriz de acero inoxidable dise-
nada especificamente para corazén de rata [Zivic Instruments, USA] [Figura 19],
que permite seccionarlo perpendicularmente a su eje largo - desde el dpex a la
base del corazdn - en cinco cortes homogéneos de tres milimetros cada uno [cor-

tes E, D, C, B, A], mediante hojas de rasurar de acero inoxidable.

Figura 19. Izquierda, corazon de rata sometido a 30 min de isquemia continua por ligadura quirurgica de la ADA [Flecha
naranja), muestra una extensa AR correspondiente al territorio irrigado por la ADA de color rojo palido [trébol blanco],
luego de la administracion de AE. El territorio de miocardio normal [no irrigado por la ADA] se tifie de color azul oscuro
[asterisco verde]. Centro arriba, el mismo corazén depositado en matriz de acero inoxidable - especificamente disefiada
para corazon de ratas - para ser seccionado. Centro abajo, cinco hojas de afeitar de acero inoxidable en posicidén para
seccionar el corazén en cinco cortes de 3 mm cada uno, desde el dpex hacia la base del corazén. Derecha, los cinco cortes
homogéneamente obtenidos en un contenedor con solucién de TTC 1%. ADA, arteria descendente anterior; AE, azul de
Evans; AR, area en riesgo; TTC, trifeniltetrazolio.
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Estos cortes, se incubaron luego en 15 ml del colorante TTC1% [Sigma Chemical]
en PBS durante 15 min a 37°C. A continuacién, los cortes se fijan en formalina 10%
tamponada, que por sus propiedades anfipdticas elimina los dcidos grasos [85],
mejorando el contfraste entre el AR y el drea de infarto. El TTC1% tine el tejido del
AR metabdlicamente activo de color rojo, mientras que la zona infartada no se tine
[76-82] [Figura 20]. La coloracion roja es producto de la reaccion de deshidrogena-
cion del TTC en presencia de deshidrogenasa lactica [86]. El tejido infarfado no se
tine con AE ni TTC, puesto que corresponde a un tejido metabdlicamente inactivo

con ausencia, o muy escasa presencia de deshidrogenasa lactica [Figura 20].

Finalmente, cada corte fue fotografiado, utilizindose una cdmara digital DP71 de
5 megapixeles montada en un microscopio Olympus IX 81. Se tomaron entre 20-30
imdgenes de secciones contiguas de cada corte, las que fueron posteriormente
reconstruidas mediante el programa Adobe Photoshop CSé, obteniéndose una
imagen de altisima resolucién para cada corte. Luego se elimind el tejido corres-
pondiente a la pared libre del ventriculo derecho en cada una de las imdgenes.
La imagenes fueron analizadas mediante el uso del programa ImageJ 1.47v (Na-
tional Institutes of Health, http://imagej.nih.gov/ij) de libre disponibilidad en la web,
para lo cual se generaron una serie de instrucciones especificas [Macro desarro-
llado especificamente para este experimento, por los investigadores Pablo Olivero
y Claudio Cérdova del Centro de Investigaciones Biomédicas de la Escuela de
Medicina de la Universidad de Valparaiso], las que de manera secuencial y auto-
matica seleccionan la imagen, ajustan el umbral de colores para visualizar el AR de
cada imagen, analizando y cuantificando el nUmero de pixeles de ésta y del total
del corte del VI, generdndose finalmente un informe en Microsoft Excel 2010, que

entrega la relacion AR/VI [76-78].

Los reactivos y soluciones que se utilizaron en el presente estudio experimental, se

describen en la Tabla 2.
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Figura 20. Cortes de corazén de rata a nivel apical en dos animales distintos, sometidos a 30 minutos de isquemia, tefiidos
con AE y TTC. Izquierda, el territorio de miocardio normal [no isquémico] aparece teiido de azul por AE [asterisco verde].
El AR [tejido miocérdico en riesgo pero viable], se tifiié de color rojo con TTC [trébol blanco]. Derecha, tejido miocardico
en riesgo pero viable, tefiido de color rojo con TTC y una pequefia zona no tefiida, que corresponde a un pequefio infarto
[Flechas blancas]. AE, azul de Evans; AR, area en riesgo; TTC, trifeniltetrazolio.

Tabla 2. Reactivos y soluciones utilizadas en el protocolo de isquemia in vivo en corazén de ratas

Solucién Composicion Conservacion | Caducidad
AE 1% 1 g de AE en 100 ml Solucién salina 0.9% 4°C Semanal
TTC 1% 1gde TTC en 100 ml de PBS 0.1 Molar 4°C Diaria
PBS 0.1 Molar Solucién Stock: NaCl, 87.9 g; KH,PO,, 2.74 g; NaHPO,,

11.35 g [Preparar en 1 L de H,O destilada]

Solucién de trabajo: diluir 100 ml de solucidn Stock .
en 900 ml de H,0 destilada; 4°C Semanal
Medir pH (7.2-7.4). Ajustado el pH, aforar hasta 1 L
con H,0 destilada, concentracion final 0.1 Molar

Formalina tamponada 10% 100 ml de Formaldehido 37%, 4 gr NaH,PO,, 6.5 gr Na- N
_HPO4, 900 ml H.O destilada a4 Mensual

AE, azul de Evans; TTC, trifeniltetrazolio; PBS, tampdn fosfato salino.
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OBJETIVO GENERAL 2

Se estudiaron doce ratas macho Sprague Dawley con edad promedio 96,7 + 15,0
dias [Rango 90-127] y peso promedio 415,92 £ 18,8 g [Rango 385-443] al momento

de la induccion.
5.6. Induccidén experimental de diabetes

Para la induccidn experimental de DM, se administré Aloxano en una dosis de 125
mg/kg en solucion salina a tfravés de la via intraperitoneal [87]. Las ratas control re-
cibieron un volumen equivalente de solucién salina por la misma via. La glicemia se
midié a las 48 horas luego de la administracion de aloxano, mediante el uso de un
monitor de glucosa Advantage [Roche], utilizando muestras de sangre obtenidas
de la vena femoral de los animales. Se consideraron ratas diabéticas aquellas que
tenian glicemia superior a 200 mg/dl [88]. Para garantizar la viabilidad de las ratas
diabéticas, éstas recibieron una inyeccién de 1 Ul de insulina subcutdnea cada 24
horas. Uno de los animales inducidos murié antes de la cirugia. Posteriormente, los
animales del grupo control [n=6] y del grupo diabético [n=5], fueron aleatoriamen-
te incorporadas al protocolo de isquemia ya descrito. La aleatorizacion se realizd
con el programa Stata. Los tratamientos se mantuvieron enmascarados para el
investigador principal y todos los colaboradores que realizaron evaluaciones y me-
diciones, en las distintas etapas de la investigacion [famano del AR, estudio histolo-
gico y conteo de células marcadas en inmunohistoquimical. La cirugia en el grupo
diabético fue realizada 9.6 £ 0.5 dias [rango 9-10] desde el dia de la induccién de

la diabetes. El protocolo quirirgico empleado fue el descrito previamente.
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5.7. Inmunohistoquimica
DETERMINACION DE PARAMETROS DE MUERTE CELULAR CARDIACA
DISTRIBUCION DE CASPASA-3 ACTIVA Y CICLOFILINA-D

Para detectar y cuantificar parédmetros de muerte celular cardiaca, se estudié la
presencia de proteinas relacionadas con muerte celular por apoptosis [caspasa-3
activa] y necrosis [ciclofilina-D], presentes en el miocardio de los animales inclui-
dos en el presente experimento. Para su identificacion, se empled la técnica de
inmunohistoquimica sobre cortes histolégicos de 5 um de grosor, de muestras de
la seccién apical [corte E] y medio-ventricular [corte C] del VI del corazdn de los

animales estudiados.

Después de la desparafinacion [tres pasajes de xilol durante 10 min cada uno], las
secciones se hidrataron e incubaron con H,0O, al 3% diluido en PBS [V/V] durante 30
minutos, para blogquear la actividad de la peroxidasa enddgena. Los preparados
se lavaron con PBS [pH 7.3] y se bloguearon los sitios de antigenos inespecificos
con Cas-block [Invitrogen] y suero normal de cabra [Sigma] por 30 min cada uno.
Luego, siguiendo las recomendaciones del fabricante, se aplicaron los siguientes
anticuerpos primarios: antficuerpo policlonal hecho en conejo contra Caspasa-3
activa [ab13847; dilucion: 1:500] y antficuerpo policlonal hecho en conejo diluido
en PBS contra ciclofilina-D [Thermo Scientific PA3-022; dilucion: 1:1000], los que se
incubaron a 4°C durante toda la noche. Posteriormente, las secciones se lavaron
con PBS y se incubaron con el anticuerpo secundario anti-IgG de conejo hecho
en cabra unido con peroxidasa [H+L] [Invitrogen], en una dilucién 1:1500 para la
caspasa activa y 1:500 para la ciclofilina-D en PBS. Luego, para revelar la unién
anfigeno-anticuerpo, se usdé amino-eftil-carbazol [AEC] en presencia de perdxido
de hidrégeno [Vector NovaRED]. Por Ultimo, las secciones tisulares se contratineron
con hematoxilina de Harris, se deshidrataron rdpidamente por alcoholes en con-
centraciones ascendentes, aclararon en xilol y se montaron con Entelldn [Merck]. El
conteo de células marcadas con caspasa-3 activa y ciclofilina-D, se realizd en los

cortes previomente senalados. Cada uno de cortes fue analizado en microscopio
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a un aumento 10X, identificdndose 10 campos con marcaje celular acentuado
para cada una de las técnicas inmunohistoquimicas previamente descritas. Luego
se capturaron 10 imdagenes digitalizadas de campos cercanos al endocardio en un
aumento de 40x, utilizdndose un microscopio [CX21, Olympus] con cdmara digital

[DP71, Olympus] y el programa DP Controller [Olympus].

En cada campo de visidn, se contd el nUmero de células marcadas positivamente
[cmp] para cada una de las técnicas inmunohistoquimicas, en cardiomiocitos con
nucleos claramente identificados. El procedimiento fue realizado por dos observa-
dores ciegos a la intervencion. Los datos fueron almacenados en una planilla Excel

para su posterior andlisis.

En la tabla 3, se muestran los reactivos utilizados durante la ejecucion del experi-

mento.

Tabla 3. Reactivos utilizados durante el estudio experimental

Reactivo Compaiiia

AC 1° policlonal de conejo anti- caspasa-3 Abcam

AC 1° policlonal de conejo anti- ciclofilina D Thermo Scientific
AC 2° peroxidasa-lgG de cabra anti-conejo Invitrogen
Amino-etil-carbazol Vector NovaRED
Azul de Evans Sigma Chemical
Cas-block Invitrogen
Hematoxilina de Harris Arquimed
Perdxido de hidrégeno Merck; Vector NovaRED
Trifeniltetrazolio Sigma Chemical
Suero normal de cabra Sigma
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5.8. Histologia

Se realizé estudio histoldgico con técnica convencional de hematoxilina-eosing,
para evaluar la existencia de cambios estructurales en el tejido miocdrdico del VI
sometido a un periodo de isquemia continua de 30 minutos de duracidn, por oclu-

sidbn quirdrgica de la ADA.
5.9. Andlisis estadistico

Previo a la seleccion del procedimiento paramétrico o no paramétrico, se utiliza el
test de Shapiro-Wilk [SW], para verificar si los datos provienen de un modelo gaus-
siano. Luego, se aplicod el test de Wilcoxon o test de Student, dependiendo de los

resultados del SW. Se propuso trabajar con un nivel de significancia < 0,05.
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6. RESULTADOS
6.1. Objetivo general 1

Para el desarrollo de este protocolo experimental de isquemia miocdrdica aguda,
se estudiaron cuarenta ratas macho Sprague Dawley [SD], realizdndose los estudios

en un periodo de 9 meses.

Las caracteristicas anatdmicas de la ADA, observadas en el grupo de animales
estudiados, era de fres tipos: |) la ADA se divide en dos ramos principales descen-
diendo ambos hacia el dpex del ventriculo izquierdo [VI] [50%]; ) la ADA discurre
como Unico vaso hacia al dpex del VI, emergiendo de ésta algunos ramos de di-
mensiones variables [37,5%]; lll) la ADA desciende hacia el dpex como vaso Unico

dando origen en su frayecto a algunos ramos diagonales [12,5%] [Figura 21].

Tipo I

Figura 21. Patrén anatémico de la ADA, en la
poblaciéon de ratas estudiadas en el presente
estudio experimental. Tipo |, la ADA se divide en
2 ramos principales descendiendo ambos hacia
el apex [izquierda arriba]. Tipo II, la ADA discurre
como Unico vaso hacia al dpex del VI, emergiendo
algunos ramos de dimensiones variables durante
su trayecto [izquierda abajo]. Tipo Ill, la ADA
desciende como vaso Unico hacia el dpex dando
origen a algunos ramos diagonales [derecha arriba].
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En la tabla 4, se muestra la incidencia de los eventos que ocurrieron, luego de la
ligadura de la ADA. La detencidén del flujo en la ADA, provocd isquemia en el terri-
torio miocdardico irigado por este vaso con aparicion de palidez en todos los casos,
hipocinesia en el 80% y cianosis en 75%. Mientras que en el 82.5% de los casos, se
registré elevacion del segmento ST en el electrocardiograma [ver Figura 17]. Nueve
animales [22.5%] desarrollaron arritmia cardiaca. Uno presentd extrasistoles ventri-
culares, cinco desarrollaron taquicardia ventricular autolimitada y tres fibrilacion
ventricular, arritmia que provocd la muerte de estos animales. Otras dos ratas, falle-

cieron como consecuencia de un fallo anestésico.

Tabla 4. Eventos durante protocolo de isquemia miocardica in vivo [Ratas]

Evento n=40

Palidez 40 [100%]

Cianosis 30 [75%]

Hipocinesia 32 [80%]

Elevacion de ST 33 [82.5%]

Arritmias 9[22,5%] 1EV;5TVA; 3FV
Muerte 5[12,5%] 3 FV; 2 fallo anestésico

TVA, taquicardia ventricular autolimitada; FV, fibrilacién ventricular; EV, extrasistolia ventricular

Este protocolo se dividid en etapas | y Il, con el objeto de evaluar el efecto de la
curva de aprendizaje sobre el tiempo de ejecucion de los siguientes procesos: in-
duccion anestésica, traqueotomia-canulacion, toracotomia, ligadura de la ADA.
En la tabla 5y en las Figuras 22, 23, 24 y 25, se muestran las comparaciones de las
variables indicadas en las etapas | y ll. Durante la etapa I, hubo una significativa

reduccioén del tiempo de ejecucion en todos los procesos.
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Tabla 5. Tiempos de procesos en protocolo de isquemia miocardica en modelo murino in vivo [Ratas].

Etapa
- P Probabilidad de
Caracteristicas Py
| " significacion
Cantidad de animales [n] 20 20
Induccidn anestésica [min] 9,3 [IC95%: 7,1-11,1] 4,6 [IC 95%: 3,8-5,4] < 0,0001
Traqueotomia [min] 8,5 [IC 95%: 6,9-10,1] 4,1 [IC 95%: 3,5-4,6] <0,0001
Toracotomia [min] 9,6 [IC95%: 8,1-11,0] 4,8 [IC 95%: 4,3-5,2] <0,0001
Ligadura ADA [min] 12,0 [IC 95%: 9,9-14,1] 6,2 [IC 95%: 5,2-7,2] <0,0001
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Figura 24. Tiempo utilizado para reali-
zar la toracotomia, segln etapa.

Figura 25. Tiempo utilizado para rea-
lizar la ligadura de la arteria coronaria
descendente anterior, segun etapa.
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6.2. Objetivo general 2

En la tabla 6, se muestra la comparacion de caracteristicas generales del grupo
confrol y diabético. Como se observa, no hay diferencias significativas en el peso
de los animales antes de la induccion de la DM. El dia de la cirugia, la edad prome-
dio del grupo diabético era mayor que la del grupo control, pero esta diferencia
no alcanzo significancia estadistica. Sin embargo, la glicemia era significativamen-
te mayor en el grupo diabético respecto del grupo conftrol [428,2 vs 125,3 gramos,

p<0,001] y el peso significativamente menor [350,0 vs 429,0 gramos, p<0,0001].

Tabla 6. Caracteristicas generales del grupo control vs grupo diabético

Grupo Control Grupo Diabético Probabilidad de
[n=6] [n=5] significacion
Peso/pre-inducciéon  [g] 414,3 [IC 95%: 393,5-435,1] 417,8 [IC 95%: 393,6-442,0] NS
Edad/dia cirugia [dias] 97,5 [IC95%: 96,9 -98,1] 121,8 [IC95%: 83,1 -160,6] NS
Peso dia cirugia [g] 429,0 [IC 95%: 407,8-450,2] 350,0 [IC95%: 323,1-476,9] <0,0001
Glicemia dia cirugia [mg/dL] 125,3 [IC95%: 121,6-129,1] 428,2 [IC95%: 216,2-640,2] <0,001

La disminucidon del peso - desde la induccion de la diabetes (dia de aleatoriza-
cion) y el dia de la cirugia, fue significativamente mayor en los animales del grupo
diabético respecto del grupo control [-67,8 g [IC 95%: -116,2-19,4] vs 14,7 g [IC 95%:
-5,51-34,8] [p<0,0007] [Figura 26].

Las caracteristicas anatdmicas de la ADA vy los eventos observados luego de la

ligadura de la ADA, se describen en las Tablas 7 y 8, respectivamente.
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Tabla 7. Caracteristicas anatdmicas de la arteria descendente anterior

RESULTADOS

Grupo Control Grupo Diabético
[n=6] [n=5]
Tipo | 2 3
Tipo Il 3 2
Tipo I 1 0

Tabla 8. Eventos durante el desarrollo del experimento

Grupo Control Grupo Diabético
[n=6] [n=5]
Palidez 6 5
Cianosis 6 4
Hipocinesia/acinesia 6 4
Elevacion de ST 6 4
Arritmias No 1
50
°
°
m
o
£ °
S
(o))
2 0 L T
L °
o i
(7]
(0]
o °
3
© -50
2
o ¢
Q
a °
°
-100 °
T T T _
Control Diabéticas
Grupo de ratas
@ Promedio +—— IC del 95%

Figura 26. Diferencia del peso en el grupo control vs el grupo diabético [valores individuales y promedio con intervalo
de confianza [IC], que se produjo desde la induccién de la diabetes y el dia de la cirugia experimental. El grupo diabético
experimentd una marcada reduccidn del peso en comparacion a los controles [p<0,0001].
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6.2.1. Area de miocardio en riesgo e infartado

No se identificd dreas de infarto en ninguno de los animales estudiados del grupo
diabético y control. Sin embargo, el AR promedio fue mayor en el grupo control
31,3% [IC 95%: 26,6-35,9] vs el grupo diabético 23,7% [IC 95%: 18,4-28,9], diferencia

estadisticamente significativa [p<0.009] [Figura 27].

La administraciéon de 1 mL de AE1% directa a la cavidad del VI por puncidn apical,
una vez clampeada la aorta tordcica ascendente [82], fue suficiente para discri-
minar con nitidez entre el tejido sano que se tine de color azul y el tejido isquémico
[AR] que no se tine [ver Figura 18]. Por otra parte, la utilizacién de una matriz de
acero inoxidable disenada especificamente para corazén de ratas, permitié la ob-
tencion de cortes homogéneos del VI y comparables entre los distintos animales

[ver Figura 19].

La incubaciéon de los cortes con TTC 1%, hizo posible diferenciar el AR con miocar-

diocardio viable que se tinid de color rojo [ver Figura 20].
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Figura 27. Diferencia del area en riesgo [AR] entre ratas del grupo control y del grupo diabéticas [valores individuales y
promedio con intervalo de confianza [IC]. El AR, es significativamente mayor en los controles respecto de las ratas diabé-
ticas [p<0,0001].
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El andlisis del AR en cada de uno de los cortes de VI - organizados desde la base

del corazén al dpex - se muestra en la Tabla 9 y en la Figura 28. Como se observa,

el AR fue significativamente mayor en los cortes A 'y C del grupo control respecto

del grupo diabético.

Tabla 9. Area en riesgo en cortes del ventriculo izquierdo desde la base al apex.

Grupo Control Grupo Diabético Probabilidad de
[n=6] [n=5] significacion
Corte A 28,7 [IC95%: 21,1-36,2] 11,2 [IC95%: -1,3-23,7] 0,004
Corte B 21,0 [IC95%: 11,4 -30,7] 17,2 [IC95%: 1,8 -32,6] NS
Corte C 32,3 [IC95%: 22,1-42,4] 17,7 [IC95%: 3,2-32,1] 0,02
Corte D 32,9 [IC95%: 21,1-44,9] 32,4 [IC95%: 15,4-49,4] NS
Corte E 42,4 [IC95%: 28,7-54,3] 39,8 [IC95%: 14,8-64,7] NS

Corte A, base del ventriculo izquierdo [VI]. Corte E, apex del VI.
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Figura 28. Izquierda: Area en riesgo [AR] promedio a través de cinco cortes del ventriculo izquierdo desde la base al dpex
[A a E]. Centro, AR en los animales del grupo control. Derecha, AR en los animales del grupo diabético.

Enla figura 29, se muestran los cortes del corazén de un animal del grupo diabético.
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6.2.2. Parametros de muerte celular cardiaca [inmunohistoquimica]

CASPASA-3 ACTIVA

Enla Tabla 10y Figura 30, se muestra el nUmero de células cardiacas marcadas con

Caspasa-3 activa en los cortes C y E, del animal control no sometido a isquemia y

de los animales tratados del grupo control y diabético. No hubo diferencia estadis-

ticamente significativa en el nUmero de cardiomiocitos marcados con Caspasa-3

activa entre los grupos control y diabético. Destaca, sin embargo, que el marcaje

del animal sano no sometido a isquemia no difiere significativamente de los dos

grupos estudiados.

Tabla 10. Distribucion de Caspasa 3 activa en corte C [medial] y corte E [apical] de ventriculo izquierdo

Animales sometidos a Isquemia
Control Probabilidad de
[n=1] . significacion
Grupo Control Grupo Diabético
[n=6] [n=5]
Corte C [cmp] 8,8 10,1 [IC95%: -0,7-20,1] 9,1 [IC95%: 4,9-13,2] NS
Corte E [cmp] 8,3 8,9 [IC95%: 1,9 -15,8] 5,7 [IC95%: 0,02 -11,4] NS

Corte C [mediall y Corte E [apical] del ventriculo izquierdo. cmp, células con marcaje positivo.
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Figura 30. Diferencia de cardiomiocitos marcados con Caspasa-3 activa en rata control no sometida a isquemia, y entre
ratas del grupo control y del grupo diabético, en los cortes C [izquierda] y E [derecha].

En la Figura 31, se muestra el estudio inmunohistoquimico con marcaje de Caspa-

sa-3 activa en cortes de VI en un animal del grupo control [corte E] y un animal del

grupo diabético [corte C], asi como el control negativo de la técnica.
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Figura 31. Marcaje con Caspasa-3 activa.
Arriba, cardiomiocitos con marcacién en
corte E [dpex], en rata control n® 1 [Fle-
chas negras]. Centro, cardiomiocitos con
marcacién en corte C [corte medio de
V1], en rata diabética N° 10 [Flechas ne-
gras]. Abajo, control negativo para Cas-
pasa-3 [corte no expuesto a anticuerpo].
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CICLOFILINA-D

En la Tabla 11 y Figura 32, se presenta el nUmero de células cardiacas marcadas
con Ciclofilina-D enlos cortes C y E, del animal control no expuesto aisquemia y de
los animales tratados del grupo control y diabético. No hubo diferencia estadisti-
camente significativa en el nUmero de cardiomiocitos marcados con Ciclofilina-D
entre los grupo control y diabético. En el animal confrol-control, el marcaje en el

corte C, es practicamente nulo [0,2 cmp], no existiendo marcaje en el corte E.

Tabla 11. Distribucion de Ciclofilina D en corte C [medial] y corte E [apical] de ventriculo izquierdo

Animales sometidos a Isquemia
Control Probabilidad de
[n=1] significacion
Grupo Control Grupo Diabético
[n=6] [n=5]
Corte C [cmp] 0,2 8,4 [IC95%: 3,0-13,9] 5,1 [IC95%: 1,9-8,2] NS
Corte E [cmp] 0 6,8 [IC95%:0,9-12,7] 5,8 [IC 95%: 0-13,2] NS

Corte C [medial] y Corte E [apical] del ventriculo izquierdo. cmp, células con marcaje positivo.
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Figura 32. Diferencia de cardiomiocitos marcados con Ciclofilina-D en rata control no sometida a isquemia, y entre ratas
del grupo control y del grupo diabético en corte C [izquierda] y corte E [derecha].

En la Figura 33, se muestra el estudio inmunohistoquimico con marcaje de Ciclofili-
na-D en cortes de VI en un animal del grupo control [corte E] y ofro del grupo dio-

bético [corte C], asi como del control negativo para la técnica.
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Figura 33. Marcaje con Ciclofilina-D.
Arriba, cardiomiocitos con marcacién en
corte E [apex], en rata control n® 4 [Fle-
chas negras]. Centro, cardiomiocitos con
marcacién en corte C [corte medio de VI],
en rata diabética N° 11 [Flechas negras].
Abajo, control negativo para Ciclofilina-D
[corte no expuesto a anticuerpo].
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6.2.3. Histologia

Los cortes histoldgicos tenidos con hematoxilina-eosina, mostraron en un animal del
grupo control sometido a isquemia, un pequeno foco con hemorragia intersticial,
fragmentacion de algunas fibras musculares y edema [Figura 34] y en otro animal
un drea de necrosis de coagulacion con eosinofilia de fibras y pérdida de sus nU-
cleos [Figura 35]. En el grupo diabético, en fres animales se encontré una pequena
zona con un par de fibras musculares necrdticas con células mononucleares a su
alrededor [Figura 36]. El andlisis histoldgico del corazdn en los restantes animales del

grupo control y diabético, asi como del animal control-control fue normal.
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Figura 34. Histologia con tincién de
hematoxilina-esosina en corte C
[medial] de ventriculo izquierdo de
una rata control [n°2]. Arriba, con
aumento 10x se observa pequefio
foco de hemorragia intersticial, frag-
mentacion de algunas fibras mus-
culares y edemalcuadrado negro].
Abajo, con aumento 40x se visualiza
con mayor claridad los hallazgos des-
critos: hemorragia intersticial [Fle-
cha azul], fragmentacién de fibras
musculares [Flecha blanca] y edema
[Flecha verde].
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Figura 35. Histologia con tincidn de
hematoxilina-esosina en corte C
[medial] de ventriculo izquierdo de
una rata control [n°6]. Arriba, con
aumento 10x se observa un area
de necrosis de coagulacién con eo-
sinofilia de fibras y pérdida de sus
ndcleos [cuadro negro]. Abajo, con
aumento 40x se visualiza con mayor
claridad los hallazgos descritos: coa-
gulacion de fibras con pérdida de sus
nucleos [Flecha azul] y picnosis [Fle-
cha naranjal.
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Figura 36. Histologia con tinciéon
de hematoxilina-esosina en corte
C [medial] de ventriculo izquierdo
de unarata diabética [n°7]. Arriba,
con aumento 10x se observa una
pequefia zona con un par de fibras
musculares necréticas con células
mononucleares a su alrededor y
edema [cuadrado negro]. Abajo,
con aumento 40x se visualiza
con mayor claridad los hallazgos
descritos: células mononucleares
[Flecha amarilla], edema [Flechas
verdes], fragmentacion de fibras
musculares [Flecha blanca].
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7. DISCUSION

La muerte del cardiomiocito en el IAM, ha sido estudiada en modelos animales,
comuUnmente en pequenos mamiferos como ratones y ratas, luego de la ligadura
de una rama coronaria importante, remedando las caracteristicas y la evoluciéon
del IAM en humanos [89]. Este modelo permite que la duraciéon de la oclusion sea
definida por el investigador segun su objetivo experimental, permitiendo su repro-
ducibilidad [920].

Si bien, la oclusion de una arteria coronaria en la rata, no es andloga a la patogeé-
nesis de la enfermedad coronaria, causa del infarto en el hombre [11], su evolucion
histolégica es comparable [91,92]. La extrapolacion a los humanos de los resultados
obtenidos en estos modelos, aunque discutible, es desde el punto de vista de la
biologia celular y molecular valida [88]. El modelo animal en ratas, resulta ventajoso
porgue son econémicas de mantener, la cirugia no es muy compleja y el corazén
es lo suficientemente pequeno, permitiendo la cuantificacion del infarto en pocos

cortes histopatologicos [91].
PLATAFORMA QUIRURGICA EXPERIMENTAL DE ISQUEMIA MIOCARDICA AGUDA

A continuacién, se discutird el desarrollo y puesta en funcionamiento de una pla-
taforma de isquemia miocdrdica aguda en ratas. Previo a su ejecucion, se realizd
una extensa y minuciosa revision bibliogrdfica de la literatura médica y experimen-
tal [76-86,93] y una capacitacion en cirugia experimental en el Departamento de
Medicina Regenerativa de la Clinica Mayo [Rochester, USA], contando, ademds,
con la colaboraciéon de expertos de esta institucion para su puesta en marcha. Un
total de cuarenta ratas Sprague Dawley, fueron incluidos para desarrollar un proto-
co experimental infegro y reproducible. Los animales fueron intervenidos en tabla
quirlrgica temperada para mantener la temperatura corporal en 37°C. El anesté-
sico utilizado fue isofluorano en dosis de 5% mezclado con oxigeno al 100% para la
induccion en caja anestésica [ver Figura 8], mientras que la dosis de mantencion
fue 2-3% durante todo el desarrollo de la cirugia [74]. Los animales fueron intuba-

dos mediante una traqueotomia, puesto que es una técnica mds simple y permite
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una fijacion mds segura de la cdnula endotraqueal, evitando su desplazamiento
accidental que puede ser fatal [75], como ocurrid en uno de nuestros animales
durante el curso del experimento. La ventilacion mecdnica de los animales se rea-
lizd utilizando un ventilador modalidad volumen control [ver Figura 13]. La arteria
coronaria que se ligd fue la ADA, vaso que presentd algunas variantes anatémicas,
hallazgo que amplia lo observado por ofros autores [93]. Se identifico fres tipos de
anatomia de la ADA, siendo los mds comunes el tipo | [50%]y Il [37.5%] [ver Figura
21]. En el fipo |, la ADA se divide en dos ramos principales que descienden hacia el
dpex del Vly en el tipo I, la ADA discurre como Unico vaso hacia la region apical
del VI. El abordaje quirlrgico de la ADA, se realizd mediante una esternotomia [75],
a diferencia de otros protocolos en los que se utiliza toracotomia izquierda [76-78,
94-98]. Con esta técnica, no es necesario el uso de un refractor quirdrgico que
puede ocasionar incidentalmente la muerte del animal, producto de hemorragia
secundaria a lesiones de la orejuela izquierda y/o arteria pulmonar [98]. Uno de los
momentos cruciales del procedimiento, es conseguir pasar el punto de la sutura
por el sitio exacto, dificultado por la elevada frecuencia cardiaca del corazdn de
la rata. Para obviar esta situacion, se utilizé un cotonete de algodén presionando la
superficie del VI delicadamente, maniobra que disminuye el movimiento del cora-
zon, evitdndose el desagarro de la arteria coronaria o el miocardio bajo ésta [76].
Una vez ligada la ADA, se observé un drea de isquemia en el miocardio irrigado por
este vaso, que fue comprobada por la apacicidon de palidez en todos los anima-
les [Tabla 4]. El patréon anatdmico de la ADA no influyd en los eventos observados
post-ligadura. El AR de infarto fue calculada mediante la técnica de doble tincién
con azul AE1% y TTIC1% [76-79]. Al termino de treinta minutos de isquemia y luego
de clampearse la aorta ascendente, se administré 1 ml de AE1% directamente a
la cavidad del VI por puncién apical [82], dosis que fue suficiente para discriminar
con nitidez enfre el tejido sano - no dependiente de lairrigacion de la ADA - que se
tinid de color azul y el AR [tejido isquémico] que no se tinid [ver Figura 18]. Se extra-
jo el corazén rapidamente, elimindndose el exceso de AE con solucidon de PBS, se
recortd el tejido auricular, secciondndose el corazén en 5 cortes homogéneos de 3

milimetros cada uno, en matriz de acero inoxidable [ver Figura 19]. Los cortes fue-
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ron imediatamente incubados en TTC1% y fijados en formalina tamponada10%. El
TTC tinid de color rojo el tejido miocdrdico isquémico pero metabdlicamente activo
[ver Figura 20] [76-81]. Posteriormente, se obtuvo entre 20-30 imdgenes de seccio-
nes contiguas de cada corte las que fueron reconstruidas mediante el programa
Adobe Photoshop CSé, obteniéndose imdgenes de altisima resolucion que después
se analizaron mediante el programa ImageJ 1.47v de libre disponibilidad en la web,
aplicdndose un procedimiento de analisis de la imdgenes [macro] desarrollado
especificamente para este experimento por investigadores del Centro de Investi-
gaciones Biomédicas de la Escuela de Medicina de la Universidad de Valparaiso,

gue de manera secuencial y automdatica entrega la relacién AR/VI.

En la tabla 4, se describen los eventos que se observaron luego de la ligadura de
la ADA. Se produjo palidez en la zona de isquemia en la totalidad de los casos y
con menor incidencia hipocinesia [80%)], cianosis [75%], elevacion del segmento ST
[82.5%] [ver Figura 17] y arritmias [22.5%)]. La mortalidad total alcanzé un 12.5%, cifra
comparable con otros estudios [93,97,98], cuya causa fue fibrilacion ventricular en
tres animales y en dos un fallo anestésico. Las dos Ultimas ocurrieron en la etapa |,
y pueden ser atribuidas a la curva de aprendizaje, toda vez que no ocurrieron du-
rante la etapa Il. Mientras que el desarrollo de FV es inherente a la isquemia aguda
del miocardio y magnitud del tejido miocdrdico isquémico [99,100]. Con el objeto
de evaluar el efecto que la curva de aprendizaje tuvo sobre el desarrollo del pro-
tocolo implementado, éste se dividid en las etapas | y I, estimdndose los tiempo de
ejecucion de los siguientes procesos: induccion anestésica, traqueotomia-canula-
cion, toracotomia y ligadura de la ADA. Durante la etapa ll, hubo una significativa
reduccion del tiempo de ejecucion en todos los procesos [Tabla 5], lo que fraduce
la importancia del entrenamiento para realizacién de este tipo de microcirugia de

manera rdpida y eficaz [Figuras 22 a 25].

Esta plataforma experimental, posibilitard la realizaciéon de estudios in vivo, en un
corazdn in situ, a semejanza de lo que ocurre en el ser humano, a diferencia de
otros modelos como el corazdn aislado y perfundido en un sistema Langendorff, o

en cultivos celulares [101].

61



DISCUSION

ISQUEMIA MIOCARDICA AGUDA EN RATAS DIABETICAS

En el presente estudio experimental, se evalud si la DM constituye un factor que
amplifica el dano del cardiomiocito, producto de isquemia miocdardica aguda se-
cundaria a la ligadura quirirgica permanente de la ADA, mediante la aplicacion

del protocolo previaomente descrito.

La DM es un reconocido factor de mal prondstico en la cardiopatia isquémica [5-
9], cuyos mecanismos moleculares no estdn completamente aclarados a la fecha.
Recientemente, sin embargo, se ha observado que la DM inducida experimental-
mente, puede afectar algunas vias de cardioproteccion enddégenas, al disminuir la
expresion de receptores de potencial fransitorio V1 [14,15), estructuras que actian
como sensores de la isquemia miocdrdica, protegiendo al corazdn durante el pro-

ceso isquémico al liberar sustancias que ejercen un rol de cardioproteccion [16].

En el modelo experimental in vivo, se ha demostrado que la isquemia miocdardi-
ca produce cambios ultraestructurales precoces en el cardiomiocito con pérdida
de su funcién contrdctil, la que se recupera integramente si la reperfusidén ocurre
precozmente [<15 min], de modo que la injuria celular en estas condiciones es
reversible [102]. Por otra parte, si la isquemia se prolonga 20 minutos 0 mds - inde-
pendientemente de la restauraciéon del flujo coronario - se produce dano celular

irreversible, vale decir muerte celular [103-105].

Los animales en esta investigacion fueron sometidos a un periodo de isquemia de
30 minutos sin reperfusidon posterior, ligando quirdrgica y permanentemente la ADA,
intervencion que provocd un AR de consideracion [> 20% del VI] [ver figura 29],
que se midid mediante la técnica de doble tincidn con AE y TTC ya descrita [77-
79]. Eltamano del AR fue significativamente mayor en el grupo control en compa-
racion al grupo diabético [31,3% versus 23,7%, p<0,009] [ver Figura 27], diferencia
muy probablemente relacionada con el sitio de oclusion de la ADA, puesto que el
AR representa el tejido hipoperfundido [isquémico] bajo la ligadura. En este senti-
do, la oclusion quirdrgica de la ADA en el grupo control, muy probablemente fue

realizada en un sitio mds proximal al origen del vaso en la aorta. No obstante lo
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anterior, no se observd zonas de infarto macroscépicamente visibles en los cortes
anatdémicos analizados con la doble tincién, en ninguno de los animales estudia-
dos. Sin embargo, en el examen histolégico convencional se encontrd en el grupo
control y diabético, algunos animales con pequenos focos en los que se identifico
un tejido miocdrdico con estructura anormal, incluyéndose la fragmentacion de
algunas fibras musculares, hemorragia intersticial y edema [Figura 34], necrosis de
coagulacion [Figura 35], o fibras musculares necréticas con infiliracion de células
inflamatorias y edema [Figuras 36]. Estos hallazgos coinciden con los comunicados
por otros investigadores, quienes luego de ligar la ADA en ratas, provocaron isque-
mia por 30 minutos sin reperfusion, proceso que generd importantes AR con algunas
zonas de tejido infartado apenas detectable [95]. Estos autores, al anadir tiempos
de reperfusion variables post isquemia, encontraron un aumento significativo del
tamano del infarto [96]. En otro estudio de IR, la prolongacion del tiempo de isque-
mia de 30 minutos a 45 minutos y 60 minutos, manteniendo constante el fiempo de
reperfusion post-isquemia en 120 minutos, también incrementd significativamente
el tamano del infarto de 18% a 40% y 69%, respectivamente [79]. Por lo tanto, el
tamano del infarto - estimado como la proporcion del drea de tejido infartado res-
pecto del drea de tejido en riesgo - depende de la duracion de la isquemia, si el
tiempo de reperfusion post isquémico se mantiene constante [79]. Estos resultados
muestran que la isquemia aguda de treinta minutos, no fue suficiente para producir
un IAM macroscopicamente identificable en el corazédn de los animales del grupo
control y diabético. Lo anterior, evidenciaria que el corazén diabético no es mds
vulnerable que el control frente a un periodo de isquemia aguda sin reperfusion
posterior. Por ofra parte, el AR observada en los animales estudiados, representaria

principalmente tejido miocdrdico en riesgo pero viable.

La muerte del cardiomiocito en el IAM, ocurre por tres mecanismos: autofagia,
apoptosis y necrosis [28], siendo los dos Ultimos los mds estudiadas a la fecha. Para
algunos autores, la apoptosis es el mecanismo de muerte preponderante en el IAM
en ratas, experimentalmente inducido por oclusién quirirgica de una arteria coro-
naria, mientras que para otros el proceso apoptdtico se iniciaria durante el periodo

de isquemia, para ejecutarse durante la reperfusion [36,71]. En cuanto a la necro-
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sis, el PPTM asociado a la muerte celular por este mecanismo, parece ser cebado
durante la isquemia permaneciendo cerrado, para abrir inmediatamente se inicia
la reperfusion, proceso no evaluado en el presente estudio [45, 46]. En esta investi-
gacion, el estudio histoquimico con marcacion de caspasa-3 activa, para estudiar
muerte celular por apoptosis, no mostré diferencias estadisticamente significativas
en la abundancia de esta proteina entre el grupo control y diabético en los cortes
medial del VI [corte C]: 10,1 cmp versus 9,1 cmp [NS] y apical [corte E]: 8,9 cmp
versus 5,7 cmp [NS], respectivamente [ver Figura 31]. Por lo tanto, la respuesta del
corazoén diabético y del control a isquemia miocdrdica de 30 minutos, es similar en
ambos grupos. Esta observacion, demostraria que el corazén diabético no es mds
vulnerable a la isquemia, como fue senalado previamente. Sin embargo, llama la
atencion que el marcaje con caspasa-3 activa en el animal control no expuesto,
haya sido similar al de los grupos estudiados [corte C: 8,8 cmp y corte E: 8,3 cmp].
Una de las razones hipotéticas que se podria argUir para explicar esta observa-
cion, seria el excesivo aumento del nivel de catecolaminas en sangre producto del
estado de estrés gatillado por la cirugia misma y por disfuncidn ventricular como
consecuencia de la apertura del térax, remocién del pericardio y pérdida de san-
gre, todos factores que pueden afectar la hemodinamia [106]. Lamentablemente,
este pardmetro no fue registrado en las cirugias realizadas en esta investigacion.
El aumento de las catecolaminas pueden tener un efecto téxico directo sobre el
cardiomiocito - a fravés de un mecanismo de agresion miocdrdica hiperadrenér-
gica - que causaria elevacion de la adenilciclasa y los niveles de calcio, desenca-
denando la formacién de EROs, que iniciarian la respuesta de genes de estrés e
inducciéon de apoptosis y/o necrosis[107-109]. Respecto de la muerte celular por
necrosis, el marcaje con ciclofilina-D como expresion de muerte celular por esta
via, tampoco fue diferente en el grupo diabético versus el control en el corte C: 5,1
cmp versus 8,4 cmp [NS] y corte E: 5,8 cmp versus 6,8 cmp [NS], respectivamente.
En consecuencia, en el corazdn diabético la abundancia de ciclofilina-D - proteina
relacionada con muerte celular por necrosis - como respuesta a isquemia aguda
de treinta minutos, es comparable a la del grupo conftrol. Sin embargo, el marcaje

inmunohistoquimico para ciclofilina-D en el animal control no expuesto fue negati-

64



DISCUSION

vo en los cortes E 'y C, a diferencia de lo que ocurrié con el marcaje de caspasa-3
activa, lo que sugiere que el estimulo hiperadrenérgico no seria suficiente para ac-

tivar la expresion de ciclofilina-D, pero si para activar la caspasa-3.

La respuesta equivalente del corazén diabético y del control frente a la isquemia
aguda, podria ser atribuido a la mayor resistencia que el corazén diabético tiene
ante el insulto isquémico, como ha sido demostrado por otros investigadores, aun-
que el modelo que ellos utilizaron fue el de IR [68-70]. El mecanismo de cardiopro-
teccidn, se manifiesta en el curso temprano de la DM [primeras cuatro semanas
postinduccidn], pero se pierde después de las seis semanas [69,70]. En este estudio,
los animales diabéticos fueron sometidos al protocolo de isquemia aguda dentro
de las primeras dos semanas después de la induccidon de la DM. La cardioprotec-
cionresultaria de la activacion de mecanismos de supervivencia del cardiomiocito,
como lo es el aumento en la expresidon de AKT y éxido nitrico sintasa [70], la activa-
cion de ERK [69], o la disminuciéon del flujo de glucosa hacia el cardiomiocito, fend-
meno que atenua la actividad del intercambiador de Na+/K+ y del infercambiador
Na/Ca++, reduciendo el flujo de ion Ca++ hacia el citoplasma, disminuyendo su
concentracién y secundariamente el proceso de necrosis [68]. Para confirmar la
hipdtesis planteada, se requiere de estudios adicionales que repliquen este proto-
colo de isquemia en animales con DM, cuyo tiempo de evolucidn haya superado

las seis semanas desde la inducidn experimental de la diabetes.
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CONCLUSION

8. CONCLUSIONES

1. Se desarrolld y estandarizd un modelo in vivo de isquemia miocdrdica aguda

en ratas.

2.  Laisquemia aguda de miocardio de treinta minutos de duracién no provo-
ca infarto macroscopicamente identificable en las ratas y los pardmetros de
muerte celular no son mds elevados en ratas diabéticas con respecto a sus
contfrapartes normoglicémicas. Esto, evidencia que el corazdn diabético no

es mas vulnerable a la isquemia aguda luego de 10 dias de inducida la DM.
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