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RESUMEN

Las enfermedades cardiovasculares (EC) son la principal causa de muerte en los paises con estilo de
vida occidental. Numerosos estudios han destacado el papel de los distintos factores de riesgo que
estan implicados en la patogénesis de las EC. Sin embargo, la participacion de algunos de ellos, como la
hipertrigliceridemia (HTG) o aumento de las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL, por sus siglas en
inglés), permanece aln en controversia.

Estudios preliminares en ratas con HTG, inducida por la administracion de una dieta alta en
carbohidratos, han demostrado que en este estado patologico se desarrolla hipertension arterial (HTA) y
otras alteraciones de la funcidon endotelial vascular. Otras manifestaciones involucradas en la
patogénesis de EC , como resistencia a la insulina, hipertrigliceridemia y aumento de tejido adiposo
abdominal, han sido también observadas en este modelo.

El presente trabajo tiene como meta principal la aportacién de elementos que ayudan a evaluar
el papel de la HTG como factor de riesgo que aunado a la HTA favorecerian el desarrollo de formas
graves de EC que se manifiestan frente a estrés agudo como isquemia y reperfusion . Con este fin se
han evaluado la funcién cardiaca in vivo e in vitro de animales a los que se les ha inducido HTG e HTA .

Para tal efecto, se utilizaron ratas Wistar de uno u otro sexo recién destetadas a las que se les
indujo HTG e HTA administrandoseles sacarosa comercial al 30% en el agua de bebida durante 20-25
semanas. Los animales as/ tratados se utilizaron para evaluar la funcién cardiaca, a) in vitro, utilizando
los corazones de los animales en un sistema de tipo Lagendorff, en donde se evalud la funcion mecanica
(presion de perfusion e intraventricular) asi como la actividad eléctrica (intervalo auriculo-ventricular) y la
respuesta a estrés agudo por isquemia-reperfusion (incidencia de arritmias y recuperacion del trabajo
ventricular) y b) funcién cardiaca in vivo, donde se evalud {a respuesta cardiaca (presencia de arritmias y
liberacion de enzimas marcadoras de dafio tisular) al estrés producido por isquemia-reperfusion, con o
sin el uso de agentes protectores. La cuantificacion de triglicéridos y registro de la presion arterial se
realizaron rutinariamente. Ratas de igual peso, sexo y edad con alimentacion estandar fueron utilizadas
como controles y sometidas a los mismos procedimientos. El nimero de animales utilizados para cada
experimento, fue de 6-8 ratas por cada grupo, y las diferencias se tomaron como significativas cuando se
obtuvo una p<0.05.

La evaluacioén de la funcién cardiaca llevada a cabo en el sistema de 6rgano aislado, mostré que
los corazones de ratas HTG machos tienen un desarrollo mecanico menor que los controles; no asi las
ratas HTG hembras, quienes demostraron inciuso un desarrollo mayor que los controles. En ambos
casos, se observaron diferencias en la actividad eléctrica , en donde las ratas HTG manejan intervalos
menores que los controles. En este mismo sistema, el proceso de isquemia-reperfusion en los corazones
de ratas HTG machos produjo un dafio mayor, reflejado en una mayor incidencia de arritmias y menor
recuperacion mecanica después de la reperfusién. Los efectos de la isquemia y reperfusion in vivo,
utilizando ketorolac, de accién ionoforética para calcio, como agente protector (1 mg/Kg i.v), fueron
también mas severos en las ratas HTG machos, ya que las arritmias producidas por la reperfusion no
fueron revertidas por el farmaco y la liberacion de creatin cinasa y lactato deshidrogenasa no disminuyd,
contrario a lo observado en las ratas controles. En las ratas hembras sometidas a este mismo
procedimiento, se observé recuperacion del ritmo sinusal, aunque en un periodo mas largo que en las
controles. Sin embargo cuando se utiliz6 un agente protector como el PBN (56 mg/Kg i.v), un atrapador
de radicales libres, las arritmias producidas durante la reperfusion fueron revertidas. Asi mismo, la
cuantificacién de MDA, revelé una disminucion de ia lipoperoxidacion durante la reperfusién cuando se
us6é PBN. En un analisis histolégico de arterias se han observado algunos cambios morfologicos en las
ratas HTG, como disminucién de la luz vascular, aumento de ntcleos y tamario de las células.

Estos resultados sugieren que existe una diferencia en la actividad del miocardio de las ratas
HTG con respecto a las normales. Los cambios en el sistema de conduccién sugieren alteraciones a
distintos niveles como por ejemplo en la composicién de las membranas celulares por las cuales se
transmite el impulso eléctrico, lo cual favoreceria la generacién de las arritmias durante la reperfusion.
Algunas vias metabdlicas podrian también verse afectadas, impidiendo la reenergizacion adecuada del
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corazoén isquémico. La proteccion observada con el PBN lieva a presumir que los procesos oxidativos
durante la reperfusion estan intensificados en los corazones HTG, de modo que la utilizacion de un
modulador del calcio, como el ketorolac, no es suficiente para revertir el dafio. Puede decirse que el
estado patolégico de los animales HTG contribuye a la alteracién de la actividad mecanica y eléctrica del
miocardio, lo que favoreceria el desarrollo de desérdenes cardiovasculares mayores e intensificaria el
dafo producido por estrés agudo como la isquemia y reperfusidén. Quedan aun por esclarecer los
mecanismos y funciones celulares directamente afectados. La diferencia observada en las ratas
hembras puede atribuirse a un efecto protector por los estrogenos.
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ABREVIATURAS

5-HT 5-hidroxitriptamina (serotonina).

Aco Acetil coenzima A.

Ach Acetilcolina.

AD Adenosina.

All Angiotensina |l.

BHT Butil-hidroxi-tolueno.

Bk Bradicinina.

cAMP Adenosin monofosfato ciclico.

cGMP Guanosin monofosfato ciclico.

CK Creatin cinasa.

EC Enfermedades cardiovasculares.

ECA Enzima conversora de la angiotensina.

EDHF Factor hiperpolarizante derivado del endotelio.

EDRF Factor relajante derivado del endotelio.

ES Error estGndar

ET Edotelina.

EXV Extrasistoles ventriculares.

FCBF Factor de crecimiento basico de fibroblastos.

FCDP Factor de crecimiento derivado de las plagquetas.

FV Fibrilacion ventricular.

HDL Lipoproteinas de alta densidad (high density lipoproteins).

HS Heparan sulfato.

HTA Hipertension arterial.

HTG Hipertrigliceridemia.

IAV Intervalo auriculo ventricular.

IDL Lipoproteinas de densidad intermedia (intermediate density
lipoproteins).

KET Ketorolac

L-arg L-arginina.

LDH Lactato deshidrogenasa.

LDL Lipoproteinas de baja densidad (low density lipoproteins).

MDA Malondialdehido.

Miv Muasculo liso vascular.

NADH Dinucledtido de adenina-niacina reducido.



NO
LP.
PBN
PGI2
PI

PP
PSD
RHTG
SHR

SOD
TBA
TG
TGFB
Thr

TXA,
VLDL

vl

Oxido nitrico

infraperitoneal.

N-fenil-butilnitrona.

Prostaciclina.

Presion intraventricular.

Presion de perfusion.

Presion sanguinea diastolica .

Ratas hipertrigliceridémicas.

Rata espontanedmente hipertensa (Spontaneously hipertensive
rat).

Superdxido dismutasa.

Acido tiobarbitarico.

Triglicéridos.

Factor-p transformante de crecimiento.

Trombina.

Taquicardia ventricular.

Tromboxano A,.

Lipoproteinas de muy baja densidad (very low density lipoproteins).
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I1. INTRODUCCION

La enfermedad coronaria es la principal causa de muerte en los
paises industrializados de Occidente. En nuestro pais, las
enfermedades cardiovasculares constituyen la principal causa de
morbi-mortalidad, y se prevee que las cifras de casos se elevardn
significativamente en los proximos anos. A su vez, la mayoria de los casos
de enfermedad coronaria aparecen como consecuencia de una
patologia primaria: la aterosclerosis, o acumulacidn de depdsitos
grasos en las paredes de las arterias. El  crecimiento de estos
depdsitos o placas ateroscleréticas provoca la formacidn de codgulos
que impiden el flujo sanguineo. Si un coagulo llega a ocluir una de las
estrechas arterias coronarias que riegan el corazdn, se produce un infarto

del miocardio, o ataque al corazdn (Stamler J et al, 1985).

Se conocen ya algunas causas de la aterosclerosis 'y de la
enfermedad coronaria. La presion sanguinea elevada, la diabetes, el
habito de fumar y otros factores parecen aumentar la  probabilidad de
una enfermedad coronaria prematura. Las dietas ricas en colesterol  y en
grasas saturadas contribuyen a la elevacion de los niveles de lipidos
enlasangrey a la progresion de la aterosclerosis. La constitucion
genética del individuo desempena también cierto papel: algunas
personas pueden ingerir cantidades enormes de grasa en su dieta
durante periodos prolongados sin que se produzca una elevacion del
colesterol de la sangre, abundan quienes, con valores de

colesterol  extraordinariamente  elevados, jamds padecerdn de
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enfermedad coronariq, y por Ultimo, st pueden sufrila aquéllos  que,

por su perfil de riesgo, los médicos considerarian "a  salvo" (Lawn RM,

1992).

Las causas de las enfermedades cardiovasculares son maltiples y
variadas. La interrelacion de los factores de riesgo presentes en un
individuo juega un papel muy importante en la aparicion de estos
desdrdenes: factores como el sexo y la edad son determinantes en el
desarrollo  de enfermedad cardiaca, sin embargo, la presencia de otros
factores como los desdrdenes metabdlicos puede acelerar el proceso o
bien, desencadenarlo precipitadamente (Larasson B et al, 1993) . El grado
con el que cada factor de riesgo participa en la patogénesis de estas
enfermedades no puede ser establecido facimente, ya que su
contribucidon parece estar estrechamente relacionada con la presencia o
ausencia de otros factores de riesgo, haciendo el origen de estos
padecimientos una entidad de componentes bastante compleja. Por otro
lado, los desdrdenes metabdlicos que se han asociado a la aparicion de
enfermedades cardiovasculares, pueden deberse a factores meramente
genéticos, a la contribucidn de factores ambientales como la dieta y
habitos de vida, o bien a una interaccidén de ambos (Descovish GC et al,

1993).

En el presente trabajo se hace un estudio de la participacion de las
dislipidemias en la patofisiologia de las enfermedades cardiovasculares, se
trata de establecer el efecto de la hipertrigliceridemia sobre algunas
funciones cardiovasculares y su relacion, interaccion e implicacion con

otros factores de riesgo como el sexo y la hipertension.



I1l. MARCO TEORICO

DEFINICION DE HIPERTENSION.-

Los riesgos a largo plazo para el desarollo  de  enfermedad
cardiovascular aumentan con cada incremento de la presion
sanguinea. El grado de riesgo para enfermedades coronarias  y
cerebrales vasculares es aproximadamente dos veces mas elevada en
adultos con presidon sanguinea diastdlica (PSD) por arriba de 90 mm de Hg
en comparacion con los que tfienen PSD por debagjo de 80. La
definicion  de hipertensidon por lo regular se basa en la PSD, pero
los niveles sistlicos estan inclusive mas intimamente  correlacionados
con el riesgo. La hipertension sistdlica aislada, por lo general presente
en pacientes de mas de 65 anos de edad, se asocia con un

riesgo significativamente mayor.

Con base en el aumento relativo en los  riesgos, la
hipertensidon puede definirse como niveles promedio sostenidos por
arriba de 140/90 mm de Hg en pacientes adultos. Aquéllos con PSD  por
debagjo de los 90 pero con presidon sistdlica por ariba de 160 son

definidos como con hipertension sistolica aislada.

En la practica clinica ftipica, el 95 % de los adultos
hipertensos de 18 a 65 anos de edad no tendrd causa identificable, por
lo tanto su hipertension debe definirse como primaria, esencial o idiopdtica.
La causa especifica de la hipertensidon primaria es desconocida. Se

ha demostrado una predisposicion genética con una incidencia
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aproximadamente dos veces mayor en aquellos individuos con padres

que son hipertensos. Los  factores ambientales que incrementan la

incidencia incluyen:

*Obesidad, particularmente de la parte superior del cuerpo. ,
*Estrés psicogénico.
*Ingesta elevada de sodio.

*Ingesta de alcohol mayor a una onza por dia.

La presidn sanguinea puede elevarse como consecuencia de un
aumento, ya sea en el gasto cardiaco o en la resistencia vascular
periférica. Aunque el gasto cardiaco puede ser alto  inicialmente, la
hipertensidn generalmente persiste a causa de la resistencia  vascular
periférica. Esta, a la vez, puede elevarse tanto por el estrechamiento
funcional como por el engrosamiento estructural de los vasos  de
resistencia. Factores mdltiples pueden ser los responsables. La
resistencia a las acciones de la insulina en los musculos periféricos ha sido
demostrada en individuos hipertensos y la hiperinsulinemia puede servir
como un estimulo para la hipertrofiac  vascular.  Se  estan
descubriendo muchos otros factores presores € hipertrofiantes: el factor
relajante derivado del endotelio, dxido nitrico (NO) y la endotelina  son
dos que probablemente estén involucrados en la hipertension

humana ( Kaplan NM, 1994).

El aumento de la resistencia vascular periférica es una de las
alteraciones que con mayor frecuencia se observa en la

hipertension esencial; podria afirmarse  que es la disfuncion  mas
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constante en este padecimiento. El muasculo liso vascular es el

responsable de la regulacidon de la resistencia vascular  periférica, por 1o
tanto, cualquier alteracidn en el tono muscular se reflejaria  en ese
parametro. El aumento de la resistencia vascular periférica puede
atribuirse a cambios en la esfructura y funcionamiento del sistema
vascular, que ciertamente, se han observado en la hipertension (Bohr DF et

al, 1984).
TRIGLICERIDOS Y LIPOPROTEINAS.-

Los triglicéridos son el medio por el cual los acidos  grasos de
cadena larga son almacenados en el cuerpo como una fuente de
energia y son la forma enlaque estos dacidos Qgrasos son
transportados desde el intestino delgado y el higado hacia las células
periféricas. Las moléculas de ftriglicéridos son producidas en el
reficulo sarcoplasmico de las células del higado y del intestino
delgado. En asociacion con apolipoproteinas especificas, las moléculas de
triglicéridos son ensambladas en parficulas ricas en triglicéridos: las
lipoproteinas de muy baja densidad en el higado y los quilomicrones en
el intestino delgado. Los dos tipos de particulas migran hacia el aparato
de Golgi donde son concentrados en vesiculas de secrecion y liberados
hacia el torrente sanguineo (Ahumada AM, 1991). Estas particulas,
conocidas como lipoproteinas, estan formadas por un nucleo hidrofobico
constituido por triglicéridos y ésteres de colesterol. Este ndcleo se encuentra
rodeado de una monocapa anfipdtica constituida por moléculas de
fosfolipidos, colesterol 'y proteinas asociadas conocidas Ccomo

apolipoproteinas o simplemente apoproteinas, que caracterizan e
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identifican a cada tipo de particula. La proporcidn de cada uno de los

componentes anteriores, asi como la presencia de las distintas
apolipoproteinas confieren propiedades fisicoguimicas vy fisioldgicas

especificas a cada particula, lo que ha servido para su clasificacion.

Las principales categorias en las que estas particulas han sido
agrupadas son: quilomicrones, que tfransportan triglicéridos y ésteres de
colesterol provenientes de la dieta desde el intestino a los tejidos
periféricos; lipoproteinas remanentes, recuperan el colesterol cedido por
las lipoproteinas de baja densidad y 1o transportan al higado; lipoproteinas
de muy baja densidad o VLDL, por sus siglas en inglés, que transportan los
triglicéridos (TG) y colesterol enddgenos hacia los tejidos extrahepaticos;
lipoproteinas de densidad intermedia o IDL, de las cuales una escasa
proporcidon transporta colesterol y TG a los hepatocitos y el resto se
convierte en LDL; lipoproteinas de baja densidad o LDL, son las encargadas
de transportar el colesterol sintetizado en el higado a los tejidos
extrahepdticos; y las lipoproteinas de alta densidad o HDL, que se
encargan de transportar el colesterol enddgeno desde los tejidos hasta el
higado. Las principales caracteristicas fisicas de las lipoproteinas y sus

componentes se enumeran en el cuadro 1.



Cuadro 1. Clases y caracteristicas de las lipoproteinas plasmaticas.

CLASE DENSIDAD DIAMETRO (&)  PRINCIPALES MASA (Kd)
(g/mb) APOPROTEINAS

QUILOMICRON | <0.95 800-5000 Al All, B48,Cl, Cll, 400000
Cll, E

REMANENTES <1.006 >300 Al, All, B48, E < 400 000

VLDL <1.006 300-800 B100,CI,CII,CIILE 10-80 000

IDL 1.006-1.019  250-350 B100,CIILE 5-10 000

LDL 1.019-1.063  180-280 B100 2 300

HDL 1.063-1.125  90-120 Al All, CLCI, CIll, 175-360
D.E

Las VLDL son sintetizadas en el higado, su nicleo estd constituido
principalmente por triglicéridos, pero también contiene una pequeia
cantidad de ésteres de colesterol, fosfolipidos y en su supefficie se
encuentran las apolipoproteinas B100, Cl, Cll, Clt y E (cuadro 1). El exceso
de carbohidratos de la dieta también puede ser convertido en
triglicéridos en el higado y éstos son exportados en forma de VLDL. Estas
lipoproteinas se transportan por la sangre desde el higado hasta el masculo
y el tejido adiposo en donde la activacion de la lipoproteina lipasa por la
Clll libera acidos grasos de los triglicéridos de las VLDL. Los adipocitos

captan estos acidos grasos, resintetizan triglicéridos con los mismos y
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almacenan los productos en goticulas liquidas intracelulares, mientras que

los miocitos los oxidan principalmente para suministrar energia. La mayor
parte de los restos de VLDL se eliminan de la circulacidn por los
hepatocitos, via captacidbn mediada por el receptor para la apo E y

degradacion lisosdmica (Lehninger AL et al, 1993).

El catabolismo de las  lipoproteinas ricas en  triglicéridos ocurre en
dos pasos. Primero, las particulas de lipoproteinas  son degradadas
a "remanentes” por la accidon de enzimas lipoproteinas-
lipasas en los tejidos periféricos. Especificamente, las lipasas que actaan
sobre los componentes localizados en el nicleo de las lipoproteinas
convierten las moléculas de triglicéridos en monoglicéridos y acidos grasos.
Se cree que las parficulas  remanentes de las lipoproteinas de muy baja
densidad son las lipoproteinas de densidad intermedia. Segundo, una
fraccion de las lipoproteinas  de densidad intermedia entra en el higado y
el resto es metabolizado mas adelante, lo que resulta en |a
formacion de las particulas  de lipoproteinas de baja densidad . A
pesar de que este proceso no es completamente comprendido, se sabe
que casi todo el ndcleo de triglicéridos es removido de las
particulas de  VLDL dejando una predominancia de colesterol y
formandose las particulas de LDL. Ademdas solo la apolipoproteina B

permanece cuando las LDL se forman (Austin M, 1989).

DANO POR ISQUEMIA Y REPERFUSION.-

Se denomina isquemia miocardica al proceso en el cual se reduce la

presidon de perfusion sanguinea en un area del madsculo cardiaco y que
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condiciona una deprivacion de oxigeno tisular y evita la remocidon de sus

productos catabdlicos. La restitucion del flujo sanguineo en el area tisular
isquémica constituye el proceso de reperfusion (Guadalajara JF, 1995).
Asociadas a este fendbmeno, se encuentran varias alteraciones como son:
edema tisular, arritmias por reperfusion, formacion de bandas de
contraccion vy lisis celular, entre otras (Téllez F et al, 1996). La isquemia
miocardica aguda causa una serie de cambios metabdlicos, idnicos y
neurohumorales que son el resultado de fendmenos tales como: a) la
ausencia del flujo arterial que produce hipoxia y una fuga considerable de
sustratos metabdlicos que favorecen un metabolismo anaerdbico, asi
como la hidrdlisis de fosfatos de alta energia; b) la falta del flujo venoso
conduce a la acumulacidon de los productos finales del metabolismo
anaerdbico en el espacio extracelular y ¢) la activacion de los reflejos
neurohumorales produce un aumento de los neurotransmisores circulantes

del tejido cardiaco (Gettes LS et al, 1991).

Las evidencias clinicas y experimentales que se han acumulado en
los Ultimos anos indican un posible dafo secundario a la reperfusion
miocardica, sin embargo todavia no se sabe exactamente si la
reperfusion por si misma es la que produce el dano, o bien si acelera el
dafo producido en las células durante la isquemia. El dano ha sido
bien caracterizado, se han descrito sus caracteristicas
metabdlicas, electrofisioldgicas, morfoldgicas y funcionales. Se
han propuesto algunas teorias para explicar el dano celular secundario
a la reperfusion. Existen dos corrientes que tratan  de explicarlo, una de
ellas considera que el agente mds importante es el calcio y que una

sobrecarga de este ion en la célula produce el dano (Fig 1); la otra
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corriente considera o] los radicales libres derivados del

oxigeno como los principales agentes que participan en el dafo celular
secundario a la reperfusibn, aunque, probablemente estos dos

agentes se encuentren interactuando (Opie et al, 1985) .

Uno de ios fendmenos observados durante la reperfusion es la
aparicion de arritmias que inCluyen taquicardia y
fibrilacidon ventriculares. En diversos estudios ha sido

demostrado que las oscilaciones en el contenido de calcio intracelular

en la fase de reperfusidon coinciden con la aparicidon de arritmias;
el incremento  de calcio durante la reperfusion
pudiera tener efectos electrofisiologicos que  incluyen

la aparicidon de ritmos cardiacos anormales. Consecuentemente, el uso
de agentes que modifiquen los movimientos de calcio en los depdsitos
intracelulares, tendrd un impacto significativo en las anormalidades
metabdlicas, idnicas y eléctricas que caracterizan este tipo de dano

(Gettes LS et al, 1991).

La readmision de sangre y oxigeno en los tejidos isquémicos
promueve la liberacion de radicales libres derivados del oxigeno, como el
hidroxilo . Ademas, la isquemia causa disturbios en el manejo del oxigeno
en la cadena respiratoria mitocondrial y en algunas enzimas como Ia
xantina oxidasa. Existe también una marcada actividad de radicales,
probablemente amplificada por iones metdlicos que se liberan por las
células miocardicas durante la isquemia. Los radicales libres se producen
en los primeros momentos de la reperfusion y muy probablemente el lugar

donde se producen sea en el espacio intercelular (Maxwell SRJ, 1995).



MECANISMOS ASOCIADOS AL DANO POR ISQUEMIA Y REPERFUSION
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Figura 1. Dafos asociados al dano por isquemia y reperfusion. Se ilustran las dos teorias
principales que explican el dafo: la sobrecarga de calcio mitocondrial y la produccidon de

radicales libres.

El "no refiujo" con dano vascular es otro de los acontecimientos
asociados a la reperfusidon; ocurre cuando a pesarde  ser  removida la
oclusidon coronaria no se restaura el flujo sanguineo, este fendmeno ha sido
observado ampliamente en modelos animales. Existen
algunas explicaciones para este evento, primeramente se habla de que el
dafo microvascular y la migracion de los neutrdfiios producen edema

celular endotelial y como consecuenciaq, el no reflujo"; otro
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mecanismo propuesto es la formacion de agregados de plaquetas y de

trombos. Por Gltimo se menciona que la confractura isquémica del
miocardio puede comprimir las arterias coronarias impidiendo asi el

reflujo (Engler RL et al, 1986).

En los altimos anos se han realizado NUMErosos

estudios encaminados a la utilizacion de agentes
farmacoldgicos con el propdsito de disminuir el dano por
reperfusion. Se han utiizado bloqueadores de calcio, como la
nifedipina 'y el veragpamil; agentes antioxidantes como  la
superdxido dismutasa (SOD), el ascorbato y el alfa-1-
tocoferol, entre otros. El mecanismo propuesto para el

efecto cardioprotector de los bloqueadores de canales de calcio es
complejo, pero incluye el ahorro de energia, disminucion en la elevacion
de la adrenalina enddégena y del calcio intracelular (Nayler WG et

al,1991).

Otro tipo de farmaco recientemente  estudiado ha  sido  la
ciclosporing, farmaco utilizado Ccomo iNnMunNosupresor, del
que se aprovecha su propiedad de bloquear canales inespecificos de
calcio en la membrana mitocondrial, observandose que disminuye la
liberacion de enzimas marcadoras de dano miocardico y la
aparicidon  de arritmias (Arteaga D et al, 1992). En esta misma lineq, se ha
evaluado el efecto protector del Ketorolac, analgésico no
esteroideo, que ademds se ha probado tiene la capacidad de
actuar como ionéforo de calcio en algunos sistemas como mitocondrias (

Chavez R et al, 1993) y disminuye la severidad del dano
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producido durante la reperfusion postisquémica (Pichardo J

et al, 1994), reduciendo la aparicidon de arritmias, la liberacidn de enzimas
marcadoras de dano celular y las alteraciones histologicas del tejido
cardiaco. Se cree que el efecto protector de este fGrmaco es el de
contribuir principalmente a evitar la acumulacidn masiva de calcio
intfracelular. (Chavez E, 1996) . Otfros farmacos utilizados  con el mismo fin
han sido los inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina
(ECA), adenosina, o, o,y B bloqueadores adrenérgicos. entre
otros, los cuales tienen acciones especificas sobre los mecanismos

involucrados en el dano por reperfusidon previamente descritos.



[V. ANTECEDENTES

Actualmente, existe un vasto nimero de evidencias que indica la
participacion de los desdrdenes lipidicos en la fisiopatologia de las
enfermedades cardiovasculares (EC) (Reaven P, 1996), Sin embargo, ios
mecanismos involucrados en su desarrollo y la interaccion con otros

factores de riesgo permanece aun controversial.

La investigacion relacionada con la
fisiologia y patofisiologia cardiovascular experimentd  un gran impulso
a principios de los anos 80, en razdn de los descubrimientos
relacionados con  la funcidn endotelial, los que vinieron a revolucionar
el area y abrieron una nueva perspectiva para el esclarecimiento de  las
incognitas  que rodean la etiopatogenia de  la hipertension,  de
manera que se hapostulado que este padecimiento es de

hecho una enfermedad del endotelio.

En 1980, Furchgott y Zawadzki descubrieron que la relajacion
inducida por acetilcolina en preparaciones aisladas de
arterias precontraidas por la adicidn exdogena de un agente
estimulante  como norepinefring, es estrictamente dependiente de  la

presencia de las células endoteliales.

El descubrimiento del factor relgjante derivado del endotelio

(EDRF) dependiente de acetilcolina, abrid un nuevo campo de
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investigacion sobre los factores vasoactivos derivados del

endotelio. Se ha establecido que un namero de
agentes vasoactivos induce indirectamente la relgjacion del
musculo liso vascular actuando sobre el endotelio para inducir la

generacion y liberacidon  del  EDRF.  Esta sustancia es de vida corta,
difunde hacia el muasculo liso donde activa a la guanilato ciclasa soluble.
Esto resulta en un aumento de la concentracion intracelular
de GMPc, resultando  en  relgjacidon  del masculo liso vascular  (miv)
(Fig.2). Sin  embargo, la via final en la vasodilatacion
inducida por el EDRF es la misma que siguen otros
nitrodilatadores,  los cuales generan Oxido nitrico
ya sea espontGneamente  (como el nitroprusiato) o) via
interaccién con componentes del tejido (como la nitroglicerina) y
finalmente causa una activacion de la guanilato ciclasa soluble (Marshaill

JJ, 1990).

Ademds de  acetilcolina, muchos  otros vasodilatadores
o estimulos fisicos pueden desencadenar relajaciones dependientes
del endotelio en diferentes especies incluyendo a los
humanos.  El endotelio  también puede reducir oS efectos
de las sustancias vasoconstrictoras a través de la liberacidon basal o

estimulada de EDRF (Fig. 2).

Evidencias recientes han demostrado que el Oxido
nitrico  tfiene relaciéon con la actividad bioldgica del EDRF, de hecho,

en la aorta intacta de conejo se libera oxido nitrico bajo la
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estimulacidon  con acetilcolina. El precursor mas probable del

oxido nitico en el endotelio es la L-arginina (Dohi Y et al, 1990).

Evidencias farmacoldgica y quimica sugieren que el EDRF  es  NO
o alguna especie relacionada. Ademads del endotelio, el NO es
producido por el cerebro, macréfagos y otros tipos de células (Nathan C,
1992). El NO es sintetizado por la oxidacion de un dtomo de nitrdbgeno
guanidino de la L-arginina por la enzima sintetasa del dxido nitrico (Palmer

RMJet al,1988).

plaquetas

endotelio

musculo liso

CONTRACCION RELAJACION

Figura. 2. Sustancias vasoactivas derivadas del endotelio. El endotelio produce factores
relajantes (derecha) y constrictores (izquierda). All: angiotensina Il, Ach: acetilcolina, AD:
adenosina, Bk: bradicinina, cAMP/cGMP: monofosfato de adenosina/guanocsina ciclico,
ECA: enzima conversora de la angiotensina, FHDE: factor hiperpolarizante derivado del
endotelio, 5-HT, S-hidroxitriptamina (serotonina), ET: endotelina-1, L-arg. L-argining, NO:
oxido nitrico, ONS: sintetasa del  dxido nitrico, PGI2: prostaciclina, FICB: factor
transformante de crecimiento, Thr: trombina, TXA,:fromboxano A,. Los Circulos representan

los receptores.



El mecanismo regulador ejercido por el endotelio  vascular  en la
modulacion del tono vascular se ve disminuido en
hipertensidon arterial, tal como ha sido demostrado por ensayos en arterias
de ratas hipertensas (Fig 3) (Luscher TF et al,1988). En muchos  modelos
de rata hipertensa, obtenidos por dano renal llevado a cabo
por  diferentes métodos (estrechamiento de la arteria renal, compresion
del parénquima renal o con mineralocorticoides), se ha visto también que
existe una reduccién de la actividad endotelial en la relgjacion de

anillos  de aortas (Van de Voore Jy Leusen |, 1986).

Algunos estudios han demostrado que otros padecimientos
pueden también afectar la relgjacion dependiente del endotelio, como
puede ser la isquemia renal y reperfusion provocada experimentalmente
en ratas (Lieberthal W et al, 1989). Todos estos  datos  sugieren que
tanto la hipeﬁensién como otros  padecimientos  relacionados  con
el sistema cardiovascular, de alguna manera  danan el
endotelio vascular disminuyendo el control que ejerce sobre el tono
muscular.  Entre los principales danos morfoldgicos que ocurren en
los vasos sanguineos durante el desarrollo de la
hipertension, se encuentran las lesiones aterosclerdticas,
caracterizadas por la formacion de placas de células conun  alto
contenido de  colesterol intracelular, que cristalizay  endurece la
pared vascular, existe ademads calcificacidon 'y un aumento en

general de la resistencia vascular.
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Recientemente se han  publicado  los resulfados  de

varios protocolos de prevencidon primaria y secundaria de la morbi-
mortalidad por aterosclerosis a través de medidas  dietéticas vy
farmocoldgicas destinadas a disminuir la concentracion del colesterol
plasmatico. Los resultados de estos importantes estudios, no sdlo han
confimado  los beneficios del  tratamiento  hipolipemiante,  sino

que aportan una evidencia contundente del papel de los lipidos en

FUNCION MODULADORA DEL ERDOTELIO

Plaquetas '
8 Monocito

Y
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Figura 3. Modulacién endotelial de la estructura vascular. Normalmente el endotelio ejerce un efecto
inhibitorio neto sobre la agregacion plaquetaria, la activacion de moncitos y Ia migracion y proliferacion
del musculo liso vascular (flechas blancas ). Cuando existe disfuncion endotelial, los monocitos y las
plaguetas se adhieren a las paredes de los vasos y liberan factores de crecimiento al iguat que el propio
endotelio (flechas negras ®). All: angiotensina Il, ET: endotelina, FCDP: factor de crecimiento derivado de
las plaquetas, FCBF: factor de crecimiento bdsico de fibroblastos, FICB: factor- transformante de

crecimiento, NO: 6xido nitrico, HP/HS: hepardan sulfatos, TR: frombina.
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el desarrollo de  la aterosclerosis y sus complicaciones (Treasure C

et al, 1995).

A pesar de que una gran cantidad de investigaciones ha sido
llevada a cabo en los Gltimos 30 anos, el significado de los niveles
elevados de triglicéridos en plasma como factor de  riesgo
en enfermedades cardiovasculares permanece aun controversial
(Austin M, 1989). Para unos autores, la hipertrigliceridemia constituye un
verdadero riesgo en las enfermedades cardiovasculares, segun los datos
epidemioldgicos, en los que se destaca la presencia de
hipertrigliceridemia en  pacientes, previa a la incidencia de  infartos
o) enfermedades cardiovasculares (Sirtori CR et al, 1990). Pero para
otros, también con base en estudios epidemioldgicos, la
hipertrigliceridemia es un padecimiento ulterior a los trastornos

cardiovasculares (Schwandt P, 1990; Castelli WP, 1992).

Existe evidencia considerable que indica que los hipertensos no
tratados muestran anormalidades en el metabolismo de los carbohidratos y
de la insulina en comparacidén con testigos normotensos. Sin embargo, adn
no esta claro el papel de estos trastornos (Reaven GM, 1990). Por otro lado,
se ha demostrado que la alta ingesta de carbohidratos conduce a un
aumento de los triglicéridos circulantes y concomitantemente a un cambio
en el perfil lipidico. La induccidon de hipertrigliceridemia mediante la
administracion de dietas ricas en carbohidratos ha sido ya reportada
(Hwang IS et al, 1987), teniendo como dato relevante, que ademds de la
elevacion de los triglicéridos circulantes, los animales que son tratados de

esta manera desarrollan también una elevacion significante de la presion
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arterial (Martinez FJ et al, 1994). En este sentido, se ha desarrollado una
linea de hipertrigliceridemia en rata derivada de la cepa Wistar, en la cual
mediante la administracidn de fructosa, se ha seleccionado a los animales
que desarrollan hipertrigliceridemia e hipertensidon, dando como resultado
un nuevo modelo experimental para el estudio de este padecimiento
(Vrana A y Kazdova L, 1990). Bl estudio de esta linea experimental de
hipertrigliceridemia hereditaria en ratas, en la cual se presenta una
marcada elevacion de la presidn arterial, ha demostrado que este factor
tiene una estrecha correlacidon con  disturbios metabdlicos en los
triglicéridos y acido Urico sanguineo, demostrando también que estas
caracteristicas cosegregan genétficamente en esta linea de animales

(Kunes J et al, 1995).

Con base en los trabgjos redlizados por Reaven y colaboradores
(Reaven G, 1991), se ha desarrollado un modelo de hipertrigliceridemia en
rata. En este modelo, la hipertrigliceridemia se  induce mediante la
administracion de una dieta rica en carbohidratos,

(azGcar comercial al 30% enel agua de bebida). Después de

varias semanas de estar bgjo este régimen, de 20 a 25 semanas, los
animales muestran una elevacion significativa de los niveles de
triglicéridos séricos, asi como de presion arterial. Se ha determinado

también que ademads de estas alteraciones, se presenta resistencia a la
insulina, cuyo efecto se ve reflejado, por ejemplo en nuestro  modelo, en
que a pesar de que las ratas tratadas con sacarosa consumen casi el
doble de contenido  energético que los controles, no
tienen un incremento significativo de peso, sino que iNCluso,

presentan una curva de crecimiento ligeramente por debgjo de los
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controles. Estos trastornos metabdlicos son semejantes a los

que constituyen el llamado “sindrome X" o sindrome plurimetabdlico,

definido también por Reaven (Reaven GM, 1991).

Dentro de la caracterizacion de este modelo, hemos  estudiado
también la reactividad vascular, la cual, como ha sido demostrado en
varios trabgjos, se ve afectada en la hipertension, generalmente en
cuanto se refiere a la respuesta dependiente de la liberacidon de &xido
nitrico (Ciriaco, et al, 1993). En las ratas hipertrigliceridémicas, hemos
encontrado que esta respuesta estd disminuida, y mdas adn, hemos
ensayado también el efecto de los sueros de estas ratas sobre

esta reactividad, encontrando que la presencia de sueros con niveles

altos de triglicéridos disminuye aun mas la respuesta
relajante del endotelio, y ejerce un efecto potenciador sobre Ia
accion de agentes vasoconstrictores, como la norepinefrina. Sin

embargo, al estudiar el efecto de otros agonistas que ejercen su
accidon por mecanismaos no mediados por endotelio, tales como
bloqueadores Ay, 0, Y B, adrenérgicos, o calcio-antagonistas, o
mediante la despolarizacidn con potasio, no se ha encontrado
diferencia entre las respuestas de los anillos de arterias aisladas de
ratas hipertensas-hipertrigliceridémicas y ratas normales, o que sugiere
que existe un dano a nivel endotelial y algdn factor circulante
presente en los sueros de ratas hipertrigliceridémicas que agravan adn mas
la funcionalidad del endotelio en este estado patoldgico (Banos G et al,
1997). En este estudio, se encontrd también un aumento de la
vasoconstriccion  inducida por norepinefrina cuando  se  utilizd

indometacina, sugiriendo una elevacidn de derivados  prostanoides
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constrictores  producidos en anillos de arterias de  ratas

hipertrigliceridémicas. Resultados semejantes han sido reportados en ratas
con hipertension espontanea ( Ibarra M et al, 1995), en donde ademds se
encontrd un aumento de productos de la cicloxigenasa relacionado con la
edad de los animales, indicando la participacion del metabolismo del

acido araquiddnico en el desarrollo de la hipertension.

Se ha demostrado que las diferentes fracciones lipoproteicas
del suero, asi como cambios en la composicion de
fosfolipidos afectan la respuesta dependiente de  endotelio en anillos de
aortas (Takahashi M et al, 1990), Sin embargo, no se ha determinado adn si
existe diferencia entre las  fracciones obtenidas de  sueros hiper o
normotrigliceridémicos. Se conoce que en las  dislipidemias existen
cambios en la composicidbn de las fracciones, y que estos cambios
tienen efectos sobre la fisiologia y metabolismo celulares (Gianturco

SH, et al, 1988).

Por otro lado, la funcidon cardiaca en modelos de  hipertension,
producida por distintos métodos, ha sido relativamente poco
estudiada. Sin embargo, algunos datos que se han  obtenido, sobre
todo en el estudio de la actividad mecdanica del corazdn en modelos con
organo perfundido, han demostrado que existe una marcada
disminucion de la funcion ventricular, asi como de la presion de perfusion
(Takeda K et al, 1992). En estos mismos sistemas se ha visto también que
la disfuncidn endotelial repercute en la respuesta del corazdn,
disminuyendo principalmente la actividad contracti de éste y la

respuesta a distintos agentes vasoactivos (Fort S et al,  1993). Estos
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efectos han sido también evaluados en modelos animales con  disturbios

en el metabolismo de lipidos, como hipercolesterolemia; en este  caso, se
ha visto, por ejemplo, que existe una disfuncion en la relgjacion
dependiente de endotelio en las arterias coronarias, y una tendencia a la
produccion de sustancias vasoconstrictoras, como prostaglandinas, en
respuesta a distintos  agentes como  bradicidina y  sustancia P
(Woditsch |y Schror K, 1994). De esta forma, puede decirse que el endotelio
del miocardio ejerce una importante modulacion de la funcidn cardiaca a
través de una via pardcrina en la que participan agentes tales como el

Oxido nitrico, la endotelina-1 y derivados prostanoides.

Las células endoteliales pueden también influenciar la funcidn
cardiaca modificando los niveles locales de angiotensina y bradicininas
(Fig.3). En situaciones patoldgicas, tanto la liberacion de factores
endoteliales como la respuesta del miocardio a estos factores pueden
estar alteradas. Se ha sugerido la produccidon de algunos factores como el
NO y endotelina por los misrnos miocitos en algunos estados patologicos. El
endotelio tfrabaja en conjunto e interactGa con ofros mecanismos
moduladores del sistema cardiovascular, como el sistema neurohumoral,
fendbmenos fisicos como la ley de Starling, la frecuencia cardiaca, la

perfusidn coronaria y el gasto cardiaco (Shah AM, 1996).

Uno de los factores endoteliales involucrados en el daino producido
durante la isquemia y la reperfusion que se ha estudiado es la endotelina.
Se sabe que este péptido, ademds de ser un potente vasoconstrictor,
ejerce efectos ionotropico y cronotrépico positivos (Yanagisawa M, 1988).

Estudios clinicos y experimentales han demostrado que los niveles
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plasmdticos de endotelina-1 se elevan durante la isquemia miocardica y

durante un infarto (Fig. 4). Se ha visto también que el efecto vasopresor de
este péptido se ve potenciado en modelos de hipertensidn deficientes en
produccidon de oxido nitrico, sugiriendo que la liberacion basal de NO
inhibe la liberacidon y el efecto vasoconstrictor de la endotelina por 1o que
este péptido podra estar fuerfemente involucrado en situaciones
patofisioldgicas con una deficiencia en la produccion de NO (Richard V et

al, 1995).

Otra alteracidon importante que ha sido descrita, en modelos de
hipertension, y que estd estrechamente relacionada con la  funcidén
cardiacaq, es el desarrollo de  hipertrofia  miocdrdica. Se sabe que
durante la hiperrofia muscular, las modificaciones histoldgicas
inducen un estado parcial de isquemia y existe un aumento en las
demandas de oxigeno en respuesta  a cambios hemodindmicos. De
esta forma, se ha demostrado que existe un aumento en la
disfuncidén diastdlica, el cual se correlaciona, en forma importante,
con la hipersensibilidad del corazdn hipertrdfico a danos hipdxicos

(Viallard JF et al, 1993).

Es posible que la disfuncidon cardiaca presente  en  individuos con
trastornos  en el  metabolismo de lipidos, tenga serias
implicaciones en Ila respuesta fisioldgica del corazdn frente a
distintfos tipos de estrés, tales como Ila isquemia y el estrés
oxidativo que se produce durante la reperfusion. Mdas adn, este  estado
podria disminuir el efecto protector de algunos farmacos, segun el

mecanismo por el cual ejerzan su accidn protectora, ya que involucran
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procesos metabdlicos como son el manejo del calcio, respuesta

endotelial, produccidn de sustancias vasoactivas y estabilidad de la
membrana plasmatica en el miocardio, los cuales, ciertamente estan
afectados en padecimientos como ia  hipertension  (Alcocer L et al,

1993)

ISQUEMIA/REPERFUSION

1
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AGREGACION PLAQUETARIA NEUTROFILOS

Figura. 4. Dano producido durante la isquemia y reperfusion sobre las células endoteliales.
Existe un aumento en la produccidon de sustancias vasoconstrictoras y una disminucion en

las vasodilatadoras. Los factores de crecimiento y adhesion se ven también afectados.
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V. JUSTIFICACION

El papel de las diferentes fracciones de lipoproteinas del suero, como
son las lipoproteinas de alta (HDL), baja (LDL), y de muy baja (VLDL)
densidad, en la etiopatologia de algunas enfermedades
cardiovasculares, ha sido parcialmente determinado, sin embargo,
existen algunos aspectos de su influencia sobre el metabolismo que
quedan aun por resolver. Un claro ejemplo es la  controversia que -
existe acerca del puntoen el cual una concem‘rdcién elevada de
triglicéridos circulantes, o VLDLs, puede constituir un factor de riesgo
para la aterosclerosis e hipertension, sobre todo si provienen de individuos
con alguna dislipidemia, que cambie la composicidon vy proporcion de

estas fracciones.

Una de las principales caracteristicas de la aterosclerosis y la
hipertension, es sin  duda, la alteracidon del metabolismo del cailcio,
a la cuadl se atribuye un importante papel en el desarrollo de
disfunciones de ciertos organelos e incluso células. Se conocen varios
aspectos, como el papel del colesterol sobre la contractilidad vascular, o
la acumulaciéon del calcio en los tejidos de vasos — aterosclerdticos,
pero la contribucidn de los triglicéridos a la disfuncidn celular de este

fipo no ha sido aln determinada.
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VI. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL.

El objetivo principal del presente trabgjo es el estudio de los
efectos provocados por la hipertrigliceridemia e hipertensidon sobre la
funcionalidad del sistema cardiovascular. Para ello se pretenden los

siguientes:

OBJETIVOS PARTICULARES.

Determinar el efecto de la disfuncidn vascular y alteraciones en la
composicion lipidica, causada por la hipertrigliceridemia, sobre la funcién

cardiaca en corazones aislados de ratas con este padecimiento.

Evaluar la respuesta cardiaca de ratas  hipertigliceridémicas e

hipertensas, al dano producido por isquemia y reperfusion.

Investigar el efecto de agentes protectores en el dano
producido por isquemia y reperfusion en ratas hipertrigliceridémicas e

hipertensas in vifro e in vivo .
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Vil. HIPOTESIS

La hipertrigliceridemia ocasiona cambios en la composicidn  de
fracciones lipoproteicas como las  VLDL, alterando el peffil
lipidico y afectando de esta forma al  sistema  cardiovascular.  Las
alteraciones que se producen pueden ocurrir a distintos niveles tales
como el sistema vascular periférico, contribuyendo de manera importante
al incremento de la presidon arterial, o bien, afectando al propio
corazdn, lo que puede reflejarse  en  alteraciones de la reactividad

vascular y de la funcién del masculo cardiaco.

La disfuncion vascular y la presencia de factores circulantes, asi
como la alteracidon en la composicion lipidica, pueden también contribuir
a una disfuncidn de la actividad cardiaca, gue puede evidenciarse

frente a estados de estrés agudo como la isquemia/reperfusion.



VIiil. METODOLOGIA

INDUCCION DE HIPERTRIGLICERIDEMIA.

Se utilizaron ratas Wistar machos a las que se les dio azlGcar
comercialal 30% en el agua de bebida. El tratamiento comenzd
desde el destete (21 dias de edad) y se continud durante 20-25
semanas, de acuerdo al tiempo necesario para producir presiones
arteriales de 140 mm de Hg o mayores en al menos el 80% de los
animales. Ratas de igual peso y edad fueron utilizadas como controles y
recibieron alimentacion estandar de laboratorio. El alimento  sdlido
fue administrado ad fibifum en ambos grupos. Mediante la obtencion
periddica de sangre, se llevd un  control del aumento de
triglicéridos. La presidon arterial y el peso de los animales se midieron al

final del periodo de evolucion.

MUESTRAS SANGUINEAS.-

Los animales se mantuvieron en ayuno por lo menos cuatro horas
antes de tomar la muestra de sangre. Bgjo anestesia con pentobarbital
sodico (55 mg/Kg i.v.) se canuld la vena femoral de la rata y se obtuvo 1 ml
de sangre. El suero se separd por centrifugacion y se conservd a -70°C

hasta que se hicieron las determinaciones correspondientes,
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DETERMINACION DE TRIGLICERIDOS.

Los triglicéridos se cuantificaron por hidrdlisis enzimdatica y
determinacion subsiguiente del glicerol formado de acuerdo al método
descrito por Nalgene (Nalgene U ef, al 1984). Se ufilizd un kit comercial
de Boehringer-Manheim y un anadlizador bicromdatico Abbot VP serie Il
Las mediciones se hicieron en el suero obtenido de las ratas, tanto

controles como HTG.

MEDICION DE LA PRESION ARTERIAL.

La presion arterial de las ratas se midid por el método
indirecto  (Tail-Cuff) utilizando un fransductor neumdatico, un
electroesfingmomandmetro y un fisidgrafo de Narco Bio-System. Para evitar
variaciones circadianas, la toma de la presidn arterial se llevdé a cabo

siempre entre las 9y 12 am horas del dia.

ISQUEMIA/REPERFUSION /N VIVO.

Las ratas HTG y controles fueron anestesiadas con  pentobarbital
sodico (55 mg/Kg i.p). Se mantuvieron con respiracion asistida  a través
de una bomba tipo Palmer para especies menores, por medio de
una entubaciéon endotraqueal. Mediante una toracotomia lateral izquierda
se expuso el corazdn, y se localizd la arteria  coronaria izquierda, la cual

se ligd con una seda negra trenzada, calibre 6-0. Bl periodo de oclusion
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durd cuatro minutos y medio, punto en el que se refird la ligadura para

dar comienzo a la reperfusion, con una duracién de cinCo mMinutos y
medio. Registros electrocardiograficos y de presion arterial fueron
obtenidos para monitorear los cambios durante las fases de  isquemia y
reperfusion. La arteria femoral de una de las extremidades fue
canulada con un catéter conectado a un transductor de presidon
hidrostatica. Los registros se tomaron en un poligrafo tipo Grass. Al final del
experimento se tomaron muestras sanguineas del ventriculo izquierdo
para las determinaciones enzimaticas (Pichardo J et al, 1994). Los agentes
protectores fueron administrados via intravenosa antes de iniciar la
isquemiq, y se dejaron circular de 5 a 30 minutos de acuerdo al tipo de
agente de que se trataba; Ketorolac, 30 minutos, n-fenil-butiinitrona (PBN) ,
5 minutos, de acuerdo a los métodos ya descritos (Pichardo J et al,
1994; Arteaga D et al,1992; Yu PB, 1994). En la figura 5 se esquematiza el

modelo utilizado para los experimentos de isquemia y reperfusion in vivo.

RESPUESTA CARDIACA /N VITRO.

Para los ensayos in vitro, se utilizd el método de corazdn aislado segun
el modelo descrito por Langendorff. Por este  método se evalud la
respuesta cardiaca general, en donde se midid la presidon
intraventricular (PI), presion de perfusion (PP) y el intervalo auriculo-
ventricular (IAV). Las ratas utilizadas, HTG y controles, se anestesiaron con
pentobarbital  sédico, (55 mg/Kg ip.) y se les administrd por la
misma via 200 U de heparina para evitar coagulacion, fueron entonces

entubadas endotraguealmente, para recibir respiracion asisfida
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Figura. 5. Diagrama representativo del modelo de isquemia y reperfusion in vivo. La
isquemia se produce mediante la ligadura de la arteria coronaria izquierda, después de 5
minutos, se retira y se inicia la reperfusidon. Registros de electrocardiograma y presidon

arterial son tomados durante todo el procedimiento.

mediante una bomba tipo Palmer para especies menores.
Posteriormente, se practicd una toracotomia central, removiendo Ia
parte frontal de Ias costillas y el esterndn a modo de dejar  expuesto el
corazdn. Se localizd la aorta ascendente, por la que se hizo pasar una
seda como referencia mediante la cual se  separd el corazbn del
cuerpo del animal y se colocd en solucidbn de perfusion fria para
inmovilizarlo y prevenir la existencia de precondicionamiento isqQuémico

(Minhaz U et al, 1995) . Con la mayor rapidez posible se transfiid  a la
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canula del sistema de Langendorff, y se  reperfundi®  con  solucion

Krebs-Henseleit de la siguiente composicion (mM): NaCl 124.6, KCI 5.0,
MgCl, 1.11, CaCl, 1.18, NaH,PO, 1.03, NaHCO, 2.49 y glucosa 11.1, a un
pH de 7.4 y manteniendo una temperatura de 37 °C (Sudrez J y Rubio R,
1991). La perfusidon se inicid con un presion constante de 80 cm de agua,
que equivale a un flyjo cardiaco de 20 mi/minuto y a una presion
hidrostatica de 70 mm de Hg. Se degjo latir el corazdn espontGneamente
durante 10-15 minutos. Al cabo de este tiempo se redujo el flujo a 10
mi/min y se dejé estabilizar en estas condiciones durante 20 min. Para
realizar los registros de los par@metros a evaluar se conectaron dos
electrodos de estimulacidn y se estimuld a un voltgje suficiente para
sobrepasar al doble la intensidad estimulatoria del marcapaso (5-7 volts).
La presion sistdlica se  midid  infroduciendo un baldn de Iatex lleno de
solucion fisioldgica en el ventriculo izquierdo, el cual se conectd aun
electrodo de presidon hidrostatica. Una vez conectado, el baldn se llend de
solucidn fisioldgica hasta alcanzar una presidon  diastdlica estable
equivalente a 10 mm de Hg. La presidon de perfusion (PP) se midid con un
electrodo similar conectado al paso de la solucidn unos cenfimetros antes
de dalcanzar el corazéon. El flujo coronario se midid colectando el
efluyente del corazébn a distintos intervalos y midiendo el volumen en una
probeta. Los parGdmetros a evaluar para la funcidn cardiaca se estimaron
mediante la elaboracion de curvas de  frecuencia de estimulacion
teniendo como respuestas la presion intraventricular (PV), y el intervalo A-
V (IAV), el cual es medido mediante dos electrodos conectados,
uno en la auricula derecha y el ofro en el ventriculo izquierdo, o
viceversa (Doring HJ y Dehner H, 1988). La figura 6 esquemnatiza el sistema

utilizado para los experimentos de isquemia y reperfusion in vifro.



En este mismo sistema, y con el mismo  montgje, se evalud
fambién la respuesta a estrés agudo, induciendo un periodo de
isquemia global, con la suspension del flujo de solucién de
perfusion, durante 30 minutos, y un periodo de reperfusion de 30
minutos. Durante todo el procedimiento se tomaron registros de PV, PP e
IAV. La presidn ventricular desarrollada durante la perfusion inicial antes de
la isquemia se tomdé como el 100 % para cada corazdn, y la presion
desarrollada durante el periodo de reperfusion se tomd como el
porcentaje de recuperacion del valor preisquémico correspondiente.
Todos los valores fueron normalizados de acuerdo a la frecuencia cardiaca
desarrollada en cada intervalo. Alicuotas del liquido efluyente del corazon
fueron colectadas, antes, durante y después de la isquemia para la
determinacion de enzimas marcadoras de dano (Ashraf M et al, 1994).
En los experimentos de isquemia y reperfusidn in vifro se omitid la
excitacion externa para evitar artefactos de la estimulacion, dejando latir

el corazon espontdneamente.
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Figura. 6. Diagrama del sistema de corazdn aislado. El corazdn es perfundido
retrogradamente via la aorta. La presidon ventricular se monitorea mediante la insercion de

un baldén de Idatex en el ventriculo izquierdo.
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DETERMINACIONES ENZIMATICAS.-

En los experimentos de isquemia-reperfusion in  vivo e in vitro, se
determinaron las actividades enzimdaticas de lactato
deshidrogenasa (LDH) y creatin cinasa (CK). Para ambas, los métodos se
basan  en la formacidn de NADH, el cual se produce en forma
proporcional a la actividad de las enzimas y se cuantifica
espectrofotométricamente a una longitud de onda de 340 nm. El ensayo se
realiza  en suero o en el liquido de perfusidbn colectados en los
experimentos previos. En 1os experimentos de isquemia y reperfusion in vivo,
el uso del PBN causd una significante hemdlisis de los sueros obtenidos
causando interferencia en la determinacion del NADH, por lo tanto, las
determinaciones enzimdaticas se realizaron directamente en la fraccion
soluble del tejido isquémico que fue tratado de la siguiente manera: al final
del experimento, se separd el corazdn del cuerpo del animal y se separd el
ventriculo izquierdo, el cual se homogeneizd en 20 ml de solucidn saling, el
homogenado se centrifugd a 15 000 rpm a 4°C, se separd el sobrenadante
para cuantificar en él las actividades enzimaticas. Una alicuota del
homogenado total fue reservada para la determinacidn de proteinas

totales.

CUANTIFICACION DE LIPOPEROXIDACION.-

En los experimentos de isquemia y reperfusion utiizando PBN se
cuantificd la lipoperoxidacion producida en el tejido isquémico mediante

el andlisis del malondialdehido (MDA), producto estable que resulta de la
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lipoperoxidacion en las membranas celulares. Esta molécula se cuantifica

mediante la reaccidén con el acido tiobarbitdrico con el cual forma un
complejo estable fluorescente (método de TBARS) (Giroti, 1989). El tejido
isquémico se fratd de la siguiente manera: después del periodo de
reperfusion se separd el corazdbn del cuerpo del animal y se lavd con
solucion salina-BHT (butil-hidroxi-tolueno) al 0.05% para evitar oxidacion
adicional durante la manipulaciéon y eliminar residuos de sangre. Se separd
el ventriculo izquierdo del resto del miocardio y se homogeneizd con ayuda
de un politrdn en 20 ml de solucidn salina-BHT. A 200ul del homogenado se
le anadid un ml de amortiguador de fosfatos 0.15M, pH 7 y se incubd
durante 30 min a 37 °C, después de la incubacion se anadidé 1mil de acido
acético glacial al 20%, pH 4 y 1.5ml de acido fiobarbitarico (TBA) al 0.8% y
se calentd en agua hirviendo durante 45 min. Después se extrgjo el
complejo formado en 5ml de n-butanol y 1ml de KCI al 2%. La fase
organica y acuosa fueron separadas por centrifugacion y la fluorescencia
desarrollada por la primera se midid en un espectrofluorometro (Perkin
Elmer LS-50B) a una longitud de emisidn de 553nm y una de excitacion de
515nm. El contenido de MDA se calculd de acuerdo a una curva estandar
preparada con 1,1,3,3-tetraetoxipropano y es expresada en nmol por mg

de proteina.

DETERMINACION DE PROTEINAS. .-

La cuantificacidn de proteinas totales en los homogenados de tejido
fue realizada espectofotométricamente mediante el método de Lowry

(Lowry OH et al, 1951).
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ANALISIS MORFOLOGICO .-

Se tomaron muestras del segmento superior de la aorta de ratas HTG
y controles para realizar un andlisis histoldgico. Las muestras se fijaron en
una solucidon de fosfato-formaldehido al 10%. Se incluyeron en parafina
para realizar cortes transversales que fueron examinados al microscopio de
luz. Las preparaciones fueron tefiidas con hematoxilina-eosina de acuerdo

al procedimiento estandar (Sheehan DC, 1980)

ANALISIS ESTADISTICO. ,

La significancia de las diferencias en los pardmetros generales
intergrupales se determind mediante un andlisis de la t de Student. Se
utilizd un andlisis de varianza (ANOVA) para determinar las diferencias entre
la respuesta mecanica del corazdn de RHTIG y controles, de un solo
sentido, teniendo como variable independiente la frecuencia de
estimulacidon y como variables de respuesta, la contraccion o presion
ventricular  desarrollada y el intervalo  auriculoventricular
respectivamente. Un andlisis semejante se llevd a cabo para evaluar las
diferencias entre las ratas HIG y controles en los ensayos de
isqguemia y reperfusion, en donde se tomd el tiempo como
variable dependiente y los latidos como respuesta, en ambos casos
se hicieron comparaciones mualtiples una vez encontrada una F

significativa. En los experimentos de isquemia-reperfusion, se
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evaluaron también la incidencia de los diferentes tipos de arritmias:

taquicardias, fibrilacidon y latidos ventriculares prematuros, mediante un
andlisis no paramétrico, la x cuadrada. La clasificacion de las arritmias se
reportd de acuerdo a la convencion de Lambeth (Walker MJA et al, 1980).
En todos los casos se consideraron diferencias significativas cuando se

obtuvo una p menor o igual a 0.05.
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IX. RESULTADOS

Las caracteristicas generales de los dos grupos se muestran en el
cuadro 2. A excepcion de los niveles de triglicéridos y de la presion
sanguineq, ninguno de los ofros parGmetros cambid entre los grupos. De
acuerdo a estudios reportados anteriormente (Banos G et al, 1997) , el
grupo de animales que recibid azicar comercial (ratas HTG), fuvo los
niveles de triglicéridos mas elevados que el grupo de animales control al
final del periodo de tratamiento. De igual forma, la presidon arterial resultd
significativamente mayor en el grupo HTG comparado con el control y los
valores de este paradmetro resultaron por arriba de 140 mm de Hg, No se
identificaron cambios en el peso corporal o en el peso del corazdn entre los

dos grupos de animales.

Cuadro 2. Caracteristicas generales de los animales.

CONTRO HTG p
L

Peso Corporal (g) 428+38.4 478+11.14 ns
Peso del corazén (g) 1.9+40.13 1.9+0.14 ns
Peso corporal/peso corazén 2.25+0.5 2.56+.05 ns
(g/mg)

Presién sanguinea (mmHg) 119.25+2.3 143+4.5 0.001
Triglicéridos (mg/dl) 53.8+8.4 264 5+27 .17 0.001

Los valores estan expresados como la media + ES de 8-10 animales. Todos los
parametros se midieron al final del periodo de tratamiento.

ACTIVIDAD MECANICA Y ELECTRICA DEL MIOCARDIO.-.

La figura 7 representa el desarrollo de la presidbn ventricular a
diferentes frecuencias de estimulacion. Puede observarse que a

frecuencias extremas, los corazones de ratas HTG machos desarroliaron



una PV menor que los correspondientes controles (Fig. 7A), sin embargo las
ratas hembras HTG desarroliaron una presion mas elevada que los controles
(Fig. 7B). En los puntos intermedios de las curvas, la presion desarrollada por
los corazones de ratas macho es similar (panel A), sin embargo, el andlisis
estadistico de la tendencia global evaluada de acuerdo a las pendientes
que siguen las curvas revela que las ratas machos tienen un
comportamiento significativamente diferente (p< 0.05) . La tendencia en

las ratas hembras revela que se comportan de manera similar a los

controles, presentando pendientes paralelas.
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Figura 7. Actividad mecéanica de corazones perfundidos de ratas HTG y Controles. Se

representa la presion ventricular desarrollada a diferentes frecuencias de estimulacion de

ratas machos (panel A) y hembras (panel B). La pendiente de la curva desarroliada por

los corazones de las ratas HTG machos (circulos cerrados) fue estadisticamente diferente

(p<0.05) de la pendiente de la curva desarrollada por los controles (circulos abiertos). Los

valores representan la media y el ES de 8-10 experimentos diferentes. Pps pulsos por

segundo.
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De manera similar, la actividad eléctrica, identificada por el
infervalo atrio-ventricular (figura 8A y 8B) muestra que los corazones de
ratas HTG, tanto hembras como machos, presentan una conduccidon
eléctrica con intervalos menores que los controles, esta diferencia es
constante en las diferentes frecuencias a las que se realizd el experimento .

El flujo coronario se mantuvo sin cambios en ambos grupos.
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Figura 8. Actividad eléctrica del corazén de ratas HTG y controles. Se representan los
cambios en el intervalo de conduccidn atrio-ventricular de ratas macho (panel A) y
hembras (B) a diferentes frecuencias de estimulacion. Los puntos de la curva desarroliada
por los corazones HTG (circulos cerrados) fue estadisticamente diferente de los controles
(circulos abiertos) con una p< 0.05. Los puntos estan expresados como la media y el ES de

8-10 experimentos diferentes. Pps, pulsos por segundo.
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ISQUEMIA Y REPERFUSION /N VITRO.

La figura 9 representa el porcentaje de recuperacion de la presion
ventricular desarrollada durante la reperfusion por los corazones de ratas
machos (panel A) y hembras (Panel B) HTG y controles. No se encontraron
diferencias en los valores preisquémicos entre 10s dos grupos, sin embargo,
durante los minutos 35, 40 y 45 de reperfusion los corazones de ratas HTG
desarrollaron PV menores que los controles y la PV desarrollada al final del
periodo de reperfusion fue menor en los corazones de ratas HTIG sin
alcanzar el 100% de recuperacion. Por el contrario, los corazones del grupo
de ratas controles desarrollaron una actividad mecanica por arriba del 50%
durante los primeros minutos de reperfusion y al final del periodo
alcanzaron valores muy cercanos al 100% de su valor inicial antes de la
isquemia. Los corazones de ratas hembras HTG desarrollaron una PV
ligeramente menor que los contfroles pero no alcanzd diferencia

estadistica.

La figura 10 muestra en curso temporal la incidencia de los
diferentes tipos de arritmias durante la reperfusion. El principal tipo de
arritmia  presente en ambos grupos fue extrasistoles ventriculares, sin
embargo, en el grupo HTG la duracion de este tipo de arritmia fue mayor
que en el grupo control (p<0.05). La fibrilacidn ventricular fue mas
frecuente en los corazones de ratas HIG que en los controles, con una
incidencia maxima durante los primeros 5 minutos de reperfusion. La
taquicardia ventricular tuvo una incidencia muy bgja en el grupo control,

mientras que en el HIG tuvo una incidencia significativamente mayor
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Figura 9. Grafica que representa el curso temporal de ios cambios en la presidon ventricular
desarroliada durante ios 30 minutos de reperfusién en corazones de ratas macho (panel A) y hembras
(panel B). Los valores indican el porcentaje de recuperacion alcanzada en el tiempo indicado con
respecto a la presion basal desarrollada antes de los 30 minutos de isquemia. La recuperacion en el
grupo HTG de machos (simbolos cerrados ) resulto significativamente menor que la alcanzada por los
corazones del grupo control (simbolos abiertos ) con una p <0.05. Los valores representan la media y el

ES de 10 experimentos diferentes.
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Figura 10. Grdfica de barras que muestra la diferencia en la incidencia de los diferentes
tipos de arritmias, extrasistoles ventriculares (EXV), taquicardia ventricular (TV) y fibrilacion
ventricular (FV) entre el grupo control (barras abiertas ) y HTG (barras sombreadas). El eje X
representa el periodo de reperfusion iniciado 30 minutos después de la isquemia. ** indica

diferencia significativa entre el grupo HTG y el grupo control (p<0.005). n=6-8.

(p<0.01). No se encontraron cambios significativos en la frecuencia

cardiaca antes o después de la isquemia entre los dos grupos.

ISQUEMIA Y REPERFUSION /N VIVO

Durante los experimentos de isquemia y reperfusion se utilizd un
farmaco que previene la sobrecarga intracelular de calcio, el Ketorolac,
para explorar €l manejo de este ion en los corazones de las ratas HTG. En
este caso se observd que las ratas machos HTG no recuperaron el ritmo
sinusal (Fig. 11A y 11B) durante la reperfusidn, contrario a lo que se observo
en las ratas controles, donde el Ketorolac fue capaz de revertir las arritmias

producidas durante la reperfusidon, asi como inducir la recuperacion de la
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Figura 11A. Trazos representativos de electrocardiograma y senal de presidon en la arteria
femoral de ratas controles tratadas con Ketorolac. Puede observarse como el Ketorolac es
capaz de revertir a ritmo sinusal las arritmias producidas durante la reperfusion en las ratas

control.
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Figura 11B. Trazos representativos de electrocardiogramas y senal de presion en ia arterial

femoral de ratas HTG machos que recibieron Ketorolac. Se puede observar que a pesar

de haber administrado el farmaco, las ratas macho HTG no recuperan el ritmo sinusal
durante el tiempo de reperfusion.
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presion registrada en la arteria femoral . La figura 12 representa el curso
temporal de la frecuencia cardiaca cuando se utilizd Ketorolac, en el
panel A puede observarse que los machos mantienen una frecuencia de
latidos anormales durante todo el tiempo de reperfusion, semejante a lo
observado cuando no se utiliza el fdrmaco . En el panel B, se presenta el
curso temporal de la frecuencia cardiaca en ratas hembras utilizando
Ketorolac; puede observarse que tanto las ratas controles como las HTG
recuperan el ritmo sinusal durante los Gitimos minutos, sélo que las hembras
HTG lo hacen en un tiempo mds largo que las controles. La determinacion
de enzimas marcadoras de dano celular CK y LDH (figura 13A y 13B)
muestra que, a diferencia de lo que ocurre en los animales que no
recibieron la sacarosa, el Ketorolac no protege del dano en los animales
HTG vy los niveles de enzima liberada son semejantes a los obtenidos en
animales controles que tuvieron isquemia-reperfusion sin administracion

previa de Ketorolac.
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Figura 12. Curso temporal de la frecuencia cardiaca en ratas controles y HTG machos (A)
y hembras (B) . Al tiempo indicado. se ligd la arteria coronaria izquierda, La reperfusion se
inici® como se indica. Los latidos normales estan representados por 10s simbolos cerrados,
mientras que los latidos arriitmicos estan representados por simbolos abiertos. Los valores
representan la media y el ES de 10 experimentos. * denota diferencia estadisticamente
significativa entre los latidos arritmicos desarrollados por las ratas HTG y las controles en los

minutos de reperfusion indicados (p< 0.01).
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Figura 13. Concentraciones plasmaticas de creatin cinasa (CK) (panel A) y lactato
deshidrogenasa(LDH) (panel B) en ratas macho controles, y HTG tratadas con Ketorolac
(C+KET y HTG+KET): se indica también la fiberacion de estas enzimas en ratas controles que
no fueron tratadas con el farmaco (C-KET). * Denota diferencia estadisticamente

significativa (p<0.005). Los valores representan la media y el ES de 10 animales.

Con el fin de explorar el manejo de radicales libres durante el dano
producido por isquemia y reperfusion se utilizd el agente atrapador de
radicales libres n-fenil-butiinitrona (PBN), 5 minutos antes de la isquemia. Se
ha descrito que este farmaco es capaz de proteger de la formacion de
radicales libres durante procesos de reperfusibon de una manera casi
inmediata a su aplicacién ( Hearse DJ y Tosaki A, 1987) . En estos

experimentos se observd que en los animales HTG machos el PBN fue
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capaz de revertir las arritmias evocadas por la reperfusidn postisquémica.
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Figura 14. Curso temporal de la frecuencia cardiaca en ratas macho controles sin
tfratamiento de PBN y HTG que fueron tratadas con PBN 5 minutos antes de la ligadura. Los
simbolos abiertos indican los latidos arritmicos, y los simbolos cerrados los latidos normaies.
En el tiempo indicado, se retird la ligadura de la arteria coronaria izquierda para iniciar la
reperfusion . Los latidos arrfitmicos desarrollados por las ratas no tratadas fueron

estadisticamente diferentes de los de las ratas HIG que recibieron PBN (p<0.05). Los valores

representan la media y el ES de 8-10 experimentos diferentes.
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Figura 15. Contenido de malondialdehido (MDA) en ftejido isquémico de ratas macho
control y HTG fratadas con PBN y ratas control sin PBN. El contenido de MDA en el tejido de
rdfos que no fueron tratadas con el farmaco es estadisticamente mayor (p<0.05) que en
las ratas alas que se les administrd PBN antes de la isquemia. Los valores representan la

media y el ES de 10 animales.
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La figura 14 muestra el curso temporal de la frecuencia cardiaca
durante la isquemia y la reperfusion donde puede observarse que tanto los
animales controles como los HTG que se sometieron a este procedimiento
recuperan el ritmo sinusal durante los primeros minutos . El andlisis del MDA
en el tejido isquémico reveld que el PBN fue capaz de prevenir la
lipoperoxidacion en los corazones de ambos grupos de animales, sin
embargo puede observarse que en los corazones de ratas HTG los niveles
de MDA son un poco mdas altos sin alcanzar una diferencia
estadisticamente significativa entre ratas controles y HTG tratadas con PBN
(figura 15), sin embargo, el tejido isquémico de ratas controles que no
fueron ftratadas con el atrapador de radicales, tuvo un nivel de
lipoperoxidacion significativamente mayor que el de los grupos tratados

con el farmaco.

La cuantificacion de MDA llevada a cabo en tejido no isquémico de
los animales revela que el tejido cardiaco de ratas HIG que no tuvo
deprivacion de flujo sanguineo tiene mayor cantidad de MDA que el de
ratas controles, (Fig.16) sin embargo los datos obtenidos no fueron
suficientes para determinar diferencias significativas. Las determinaciones
de enzimas marcadoras de dano celular CK y LDH, que se llevaron a cabo
directamente en el tejido y se evaluaron de acuerdo a la pérdida de
enzima producida durante la isquemia ( Heuer HJ y Bemauer W, 1986), no
revelaron diferencia entre el tejido ventricular isquémico de rata HTG y de

ratas controles tratadas con PBN, mientras que las ratas controles que no
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fueron tratadas con el farmaco tuvieron un contenido menor de las

enzimas (Fig. 17 Ay 17 B).

0.008 1 mpA EN TEJIDO NO ISQUEMICO
0.007 -
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0.001
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Figura 16. Contenido de malondialdehido en el tejido no isquémico (ventriculo derecho)
de ratas macho controles tratadas con PBN (C+PBN), HTG tratadas con PBN (HTG+PBN) y
ratas controles que no recibieron PBN (C-PBN). Puede observarse que en el tejido de ratas
HTG existe mayor cantidad de MDA, sin embargo, la diferencia no alcanza significancia

estadistica.



57

120 - 47

100 CK EN TEJIDO ISQUEMICO LDH EN TEJIDO ISQUEMICO

3_1

)

o
|
-

N
\
_
L\

*
L

Ul/ug PROTEINA
(o)}
o
{
N

S
o
1

NN

C-PBN C+PBN HTG+PBN C-PBN C+PBN HTG+PBN

GRUPO GRUPO

Figura 17. Concentracion de CK (panel A) y LDH (panel B) retenidas en el tejido isquémico
de corazones de ratas controles sin ningdn tratamiento (C-PBN), controles que recibieron
PBN (C+PBN) y ratas HTG que fueron tratadas con PBN (HTG+PBN). * indica diferencia
significativa entre los grupos que recibieron PBN y el grupo control que no recibid

fratamiento. Los valores representan la media y el ES de 10 animales.
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ANALISIS MORFOLOGICO.-

La observacidon microscopica de anillos de aorta, reveld que las ratas
HTG presentaron una disminucion en la luz vascular, debida principalmente
a una disminucion de radio externo de la arteria, y no del grosor de las

capas del vaso. Estos resultados se expresan en el cuadro 3.

Cuadro 3. DIAMETRO DE ANILLOS DE AORTA DE RATAS HTG MACHOS
CORREGIDOS POR PESO (mm).

DIAM. EXT DIAM. INT GROSOR
HTG n=7 1.13 + 0.054 0.76 + 0.09 0.33 + 0.06
CONTROLES n=6 1.7 +0.24 1.3 £0.28 0.32+0.06
p 0.047 * 0.049 * 0.88

Los didmetros estan expresados en mm por 100 g de peso corporal. El grosor de la pared
vascular estd expresado como la diferencia entre el diGmetro externo y el diGmetro interno
del vaso. *Denota diferencia estadisticamente significativa entre las ratas HIG y ias

controles.
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X. DISCUSION

Existen varios modelos experimentales que permiten el estudio
profundo de los factores celulares que conducen a alteraciones en el
metabolismo. Se han descrito  varios modelos experimentales los cuales
manifiestan alteraciones en los niveles de la glucosa sanguineq, lipidos
circulantes, resistencia a la insuling, presion sanguinea y complicaciones
cardiovasculares, sin embargo, el nimero de sintomas que presenta cada
modelo difiere y hace dificil discemir entre la contribucion e implicacion de
cada uno de ellos. Muchas especies utilizadas para este fin presentan
alteraciones de caracter genéftico, siendo los desdrdenes que manifiestan
un rasgo propio de la especie o bien, un SroducTo de manipulaciones
genéticas por las cuales se han desarrollado mutantes para ciertos

caracteres (Shafrir E, 1993; Klimes | et al, 1995).

Por otro lado, el uso de animales de laboratorio para estudiar
desdrdenes de este tipo mediante la induccidn por cambios nutricionales
ha sido ya descrito. Varias especies de roedores como la rata de arena
(Psammomys obesus), la rata y ratdn de laboratorio desarrollan elementos
caracteristicos del sindrome plurimetabdlico cuando son alimentados con
dietas que contienen grandes proporciones de grasa y sacarosa. Este
hecho proporciona una fuerte justificacion para utilizar estos modelos en el
estudio de los desdrdenes metabdlicos evocados por el consumo excesivo
de azdcares, ya gue se ha reportado que en humanos, este tipo de
patologias ocurren con una alta incidencia en poblaciones con dietas

abundantes en estos elementos.
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Las alteraciones que la alimentacidon con fructosa puede producir en
el higado incluyen por ejemplo 1) la conversion de los carbonos de la
fructosa en triglicéridos mediante las vias lipogénicas, lo que resulta en un
aumento de las VLDLs plasmaticas; 2) la activacion de ciclos fatiles para
deshacerse de la energia excedente mediante la elevacion de T,y 3)
hyperuricemia. Algunas vias metabdlicas se ven también afectadas: en las
mitocondria de ratas alimentadas con fructosa, la piruvato deshidrogenasa
(PDH) de higado, enzima que regula la direccidn de sustratos hacia el ciclo
de Krebs o hacia lipogénesis, presenta una actividad aumentada,
facilitando el flujo de la fructosa hacia lipogénesis, mientras que en corazdn
se ve reducidaq, requiriendo entonces de un aumento en la oxidacion de
acidos grasos como una fuente alterna de energia. Bl aumento que resulta
en la proporcidon de acetit coenzima A (Aco) acomplejada /Aco libre, y la
concentracion de citrato inhibe la utilizacion de glucosa. De esta forma, la
actividad de la PDH en corazdn por ejemplo, donde juega un
importantisimo papel en la aportacion de energia, puede verse afectada
en animales que reciben dietas ricas en azGcares simples (Shafrir E, 1993)
contribuyendo de manera importante a una disminucion en las respuestas
ante situaciones demandantes de estas vias energéticas, como o son la

isquemia y reperfusion.

Las caracteristicas del modelo usado en este trabagjo, principalmente
aquéllas asociadas al dano cardiovascular, representan una alternativa
para el estudio de los mecanismos y procesos involucrados en la

patogénesis de esta clase de enfermedad. El objetivo de este estudio fue
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evaluar el efecto sobre la funcidon cardiaca de la hipertrigliceridemia y la

hipertensidon inducida por una dieta alta en carbohidratos.

Frecuentemente, las anormalidades en la funcidn cardiaca se
encuentran asociadas al desarrollo de hipertrofia. Este fendmeno se ha
reportado  en algunos modelos animales de hipertension que presentan
alteraciones en la fuerza contractil del corazdn (Kirshenbaum LA et al, 1993
y Kioshi RF et al, 1994), y es un claro ejemplo en pacientes con hipertension
asociada a desordenes lipidicos. Sin embargo, en la rata HTIG, parece ser
qgue la disfuncion observada no se debe a un desarrollo hipenrofico, ya
que no se observaron alteraciones en la masa ventricular o en la relacion
peso del corazdn/peso corporal a pesar de que observaciones histoldgicas
de miocardio han revelado un aumento de volumen en las células
miocardicas, asi como un incremento en el nimero de nucleos presentes,
sugiriendo un posible desarrollo hipertrofico. Esto puede explicarse por el
hecho de que la hipertensidon presente en este modelo es una hipertension
moderada, mas gue una hipertension severa, de tal manera que la
sobrecarga ventricular no es suficiente para producir un aumento
importante en la masa del miocardio. La duracidon del tratamiento, asi
como el tiempo requerido para que aparezca la hipertension podrian tener
alguna implicacion en este hallazgo. De igual manerq, la ausencia de
alteraciones promotoras del crecimiento y desarrollo celular en el
miocardio, como son una marcada hiperinsulinemia y el tiempo requerido
para que ésta se presente podrian estar influyendo en el desarroilo de
hipertrofia. Este tipo de complicaciones, ha sido asociado en otros
modelos a la hiperinsulinemia presente; por ejemplo, en la cepa

SHHF/Mcc-cp, una variedad de rata corpulenta que manifiesta

222866
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hipertension severa, alta resistencia a la insulina, hiperlipidemia y una
moderada hiperglucemia, desarrolla enfermedad cardiaca congestiva
con una marcada hiperrofia de miocitos y fibrosis intersticial (Shafrir E,
1993). Del mismo modo, se ha demostrado que en la rata
espontdneamente hipertensa (SHR) la administracidn cronica de insulina
produce un aumento en la pared vascular de arteriolas, asi como un
incremento en la proporcidn de peso corporal/peso del corazdn
Zimlichman R et al, 1997). En un modelo de hipertension en perro, donde
se induce este padecimiento por la administracion de una dieta
hipercaldrica durante 20 semanas, no se logra producir hipertrofia
ventricular (Verwaerde P et al, 1996), sin embargo, otfras alteraciones
metabdlicas como obesidad abdominal fueron reportadas en este
modelo, indicando una estrecha relacion entre los desdrdenes
cardiovasculares y endocrino-metabdlicos, los cuales estan fuertemente
asociados a los modelos de hipertensidon inducida por un régimen
hipercaldrico tales como  hiperinsulinemia y  resistencia  a la
insulina((Weidmann P et al, 1993 ; Hulman S y Falkner B; Reaven GM et al,

1989).

Por otro lado, es posible que el dano vascular observado
anteriormente en este modelo de hipertrigliceridemia e hipertension (Bafos
G et al, 1997) pudiese extenderse hasta el endotelio vascular del
miocardio, contribuyendo de esta manera a su disfuncion. En este sentido,
varias investigaciones han demostrado que el dano causado por los
desdrdenes lipidicos en la funcidn cardiaca estan ligados a una funcién
endotelial. Una marcada reduccion de la relgjacion dependiente de

endotelio ha sido reportada en corazones de conejos que recibieron una
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dieta rica en colesterol (Wodistsch | y Schror K, 1994). En este estudio, la
disminucion de la respuesta endoftelial se potencid cuando se estimuld con
agentes adrenérgicos 0 con otros de tipo simpaticomiméticos. Otros
estudios han demostrado el papel del endotelio endocdrdico y su
implicacion en la modulacién de la contraccion mecanica del miocardio
(Fort S et al, 1993), indicando que el dano producido por la remocion del
endotelio de corazones perfundidos de hurones se refleja en una

reduccion significante de la presion ventricular desarrollada por [os mismos.

La contribucion del dano endotelial en enfermedades vasculares
tiene multiples implicaciones; varios estudios en pacientes con enfermedad
coronaria congestiva han demostrado que la vasorreactividad
dependiente del endotelio se encuentra alterada y estd caracterizada
principalmente por disminucion de sintesis de NO, un posible aumento en la
produccidn de endotelina-1 y cambios en el metabolismo de
prostaglandinas (Katz SS, 1995). En este sentido, la funcidn cardiaca de las
ratas HTG se ve disminuida cuando se enfrenta a situaciones tales como
son la estimulacion a frecuencias extremas o a estrés oxidativo como la
isquemia y reperfusion, lo que sugiere que la hipertrigliceridemia e
hipertensidon alteran la capacidad del miocardio para responder a

condiciones extremas.

Estudios clinicos han demostrado una alteracion en la respuesta
endotelial luego de un periodo de isquemia en el antebrazo de pacientes
con hipercolesterolemia (Hayoz D et al, 1995). En este estudio, se propone
que existe una asociacion entre la dislipidemia y el dafo causado en la

actividad mecanica del muasculo arterial estudiado. La hipertrigliceridemia
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producida por la administracion de sacarosa tiene un efecto similar en los
corazones de las ratas HTG, donde el dano producido por la isquemia y |la
reperfusidon es mayor que en los animales normotrigliceridémicos. El papel
que los niveles altos de lipidos circulantes puede desempenar en la
produccidon del dano generado durante los procesos isquémicos ha sido
evaluado en la rata espont@neamente hipertensa (SHR) (McLennan P et al,
1996). AqQui, se ha visto que la administracidon de dacidos grasos n-3
polinsaturados para modular la calidad de los lipidos séricos logra también
reducir la incidencia de aritmias post-isquémicas y la actividad
vasoconstrictora en la rata adulta SHR, en la cual se ha demostrado una

elevacion en la produccidon de metabolitos relacionados con tfromboxanos.

Los niveles altos de ftriglicéridos circulantes en la rata HTG, pueden
actuar como sustratos para la lipoperoxidacidon que se lieva a cabo
durante la reperfusidn post-isquemia. Esto resulta en una incidencia mayor
de arritmias y una extension del dano. El hecho de que el PBN, un
atrapador de radicales libres, fuera capaz de proteger del dano producido
durante la isquemia y reperfusion, sugiere que la contribucidn de esta via al
dano estd potenciada en las ratas HIG de tal manera que la prevencion
de la sobrecarga de calcio con Ketorolac no es suficiente para revertir las
arritmias como en las ratas controles. Ademds, la produccién de agentes
vasoconstrictores, producidos también durante los fendmenos de isquemia
y reperfusion, probablemente esté aumentada, ya que los productos
derivados del acido araquiddénico estan elevados en este modelo (Bafios

G et al, 1997 y El Hofidi et al, 1997).
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Aunados a los efectos antes descritos, los cambios en el perfil lipidico
inducidos por la dieta de sacarosa podrian producir cambios en la
composicidn de estructuras celulares tales como la membrana plasmatica,
los organelos intracelulares y complejos enzimaticos, alterando asi el
metabolismo de la célula. Se ha demostrado que el exceso de acidos
grasos es capaz de exacerbar el dafo en corazones isqQuUémicos,
principalmente inhibiendo las vias metabdlicas que mantienen al tejido
miocardico durante la isquemia (Liedtke AJ et al, 1988). En el corazdn
isquémico de la rata HTG, la incapacidad de recobrar la fuerza contractil
podria deberse a una provision incomplefa de la energia necesara para
desarrollar esta tarea, involucrando una alteracidon  en 108 recursos
metabdlicos de la célula cardiaca. Por otro lado, se han reportado
cambios en la composicion lipidica de varios tipos de membranas en la
rata HTG (El Hafidi M y Banos G, 1997). En el tejido cardiaco, estos cambios
pueden alterar la permeabilidad idnica de la célula, donde un
desequilibrio de las fuerzas eléctricas a través de la membrana del miocito
puede interferir con la transmisidn del impulso eléctrico. Nuestros resultados
muestran un aumento en la conduccidon eléctrica del corazdn perfundido
HTG, lo que da lugar a la posibilidad de promover la incidencia y duracion
de las aritmias. Mdas aln, ofros mecanismos involucrados en la
recuperacion del corazdn durante la isquemia y reperfusion, tales como la
transduccion de senales (Van den Ende R et al, 1994y Yabe K et al, 1995),
el manejo del calcio intracelular y la actividad enzimdatica antioxidante
(Bolli R et al, 1989) pudiesen estar alterados en este modelo. En la rata HTG
hereditaria, se han reportado anormalidades en el manejo del calcio
intracelular en plaguetas, células cuya funcidén depende importantemente

de las concentraciones de este cation. En ese trabagjo, los niveles
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intfracelulares de Ca*? en plaquetas de ratas HTG fueron semejantes a los
niveles de los respectivos controles, sin embargo bajo la estimulacion de
frombina, el incremento de Ca*? en el interior de la célula fue menor en las
ratas HTG. De igual manera, la respuesta con otros elementos como [Mn* |,

fue menor en las ratas HTG Zicha J et al, 1996).
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Xl. CONCLUSIONES

1). Los resultados obtenidos sugieren que la HTG podria causar
alteraciones en la actividad mecdanica y eléctrica del miocardio, situacion
que puede contribuir al desarrollo  posterior de  desdrdenes
cardiovasculares y potenciar el dano producido por estrés agudo como la
isquemia y reperfusion. Los mecanismos y funciones celulares directamente

afectados quedan aun por discernir.

2). Las diferencias encontradas en las ratas hembras pueden
atribuirse a un efecto protector gjercido por los estrogenos, indicando una
vez mdas que los padecimientos cardiovasculares estan estrechamente
relacionados con la inferaccion de los factores de riesgo que se presenta
en un solo individuo. En este caso, puede observarse que el sexo juega un
papel determinante en la ocurrencia de los eventos cardiovasculares que
se presentan con la hipertrigliceridemia e hipertension producidas en las

ratas.

3). Este hecho abre un amplio campo en donde las interrogantes
acerca del papel de las hormonas sexuales en otras funciones distintas a

las reproductivas quedan audn por ser exploradas.
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