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1.1 Indice de abreviaturas

ACE
Ach
AChE
AChT
AD
Al
AMPCc
Ang Il
ANP
AP
AV
AVD
AVI
BNP
CARD
CD
CGRP
ChAT
CTRL
CTRL + HVD
DI
DM
DTNB
ET-1
FC
FCN
FE
HAP
HFpEF

Enzima convertidora de angiotensina
Acetilcolina

Acetilcolinesterasa

Acetiltiocolina

Auricula derecha

Auricula izquierda

Adenosina mono fosfato ciclico
Angiotensina Il

Péptido natriuretico auricular

Arteria pulmonar
Auriculoventricular

Atrio ventral derecho

Atrio ventral izquierdo

Péptido natriuretico cerebral
Cardiomegalia

Coronario derecho

Péptido relacionado con el gen calcitonina
Colinacetiltransferasa

Grupo control

Control con hipertrofia de ventriculo derecho
Dorsal izquierdo

Dorsal medio

Acido 5-5'-ditiobis-2-nitrobenzoico
Endotelina-1

Frecuencia cardiaca

Factor de crecimiento nervioso
Fraccion de eyeccion

Hipertension arterial pulmonar

Insuficiencia cardiaca con fraccion de eyeccion preservada
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HFrEF
HP
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iINOS
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MCT
muU
NCX
NE
NHE
nNOS
NO>
NPY
NT
ON
PCI
RAAS
RE
RVP
SIIC
SNS
SP
TH
TNF
VD
VFC
VI
VIP

Insuficiencia cardiaca con fraccion de eyeccion reducida
Hipertension pulmonar

Hipertrofia de ventriculo derecho
Insuficiencia cardiaca

Insuficiencia cardiaca derecha

Sintasa de oxido nitrico inducible
Insuficiencia ventricular derecha
Monocrotalina

Miliunidades

Intercambiador sodio/calcio
Norepinefrina

Intercambiador sodio/hidrogeniones
Sintasa de oxido nitrico neuronal
Nitritos

Neuropéptido Y

Neurotrofinas

Oxido nitrico

Plexo coronario izquierdo

Sistema renina angiotensina aldosterona
Reticulo endoplasmico

Resistencia vascular pulmonar

Sistema de inervacion intrinseco cardiaco
Sistema nervioso simpatico

Sustancia P

Tirosina hidroxilasa

Factor de necrosis tumoral alfa
Ventriculo derecho

Variabilidad de la frecuencia cardiaca
Ventriculo izquierdo

Péptido intestinal vasoactivo

13



1. Resumen

El sistema de inervacion intrinseco cardiaco (SIIC) esta criticamente involucrado en la
regulacion autonémica de la funcion cardiaca, sin embargo, en procesos patoldgicos como la
hipertrofia e insuficiencia de ventriculo derecho (1\VVD), este sistema experimenta un proceso
de remodelacién adversa que conlleva a efectos deletéreos favoreciendo la generacion de
arritmias letales que comprometen significativamente la vida de un individuo. El objetivo de
este estudio es caracterizar la remodelacion del SIIC mediante técnicas histoldgicas para
evaluar la inervacion del VD, ademas de cuantificar marcadores como AchE y NO2 en
diferentes tejidos de modelos experimentales con hipertrofia e IVD. Metodologia: Se
utilizaron 32 ratas Wistar Kyoto macho de dos meses de edad con un peso promedio de 200
g. Se establecieron los siguientes grupos: CTRL (n = 8) (SS1 0.9 % 0.3 ml ip), MCT (n = 8)
administradas con monocrotalina (60 mg/kg, ip), CTRL + HVD (n = 8) (SS1 0.9 % 0.3 ml
ip) y CARD (n = 8) (HVD + MCT 60 mg/kg, ip). Se analizaron las caracteristicas
macroscopicas cardiacas en cortes de VD y se aplicaron las técnicas histologicas: Golgi-Cox
para determinar densidad y tamafio ganglionar, AchE para evaluar inervacion parasimpatica
y acido glioxilico para evaluar inervacion simpética. Adicionalmente se llevo a cabo la
cuantificacion de AchE y NO: en diferentes tejidos de la via por el método de Ellman, y la
reaccion de Griess respectivamente. Resultados: Se encontrd un incremento en el grosor de
la pared del VD (mm) en los grupos MCT, CTRL + HVD y CARD con respecto al grupo
CTRL (P < 0.0001). En general se encontr6 una menor densidad ganglionar, menor nimero
de fibras y tamafio ganglionar en los grupos con MCT en comparacion con el grupo CTRL,
al igual que en la impregnacion simpatica y parasimpatica del analisis cualitativo. En relacion
con la cuantificacién de AchE, se encontraron diferencias en todos los tejidos de los cuatro
grupos con una tendencia en decremento desde el grupo CTRL al grupo CARD. La
cuantificacion de NO2 mostro la misma tendencia de disminucion para ambos ventriculos,
pulmon y suero. Conclusion: El presente estudio muestra evidencia cuantitativa y cualitativa
que refleja la degeneracidn de la inervacion intrinseca de VD en la hipertrofia e IC. Ya que
la remodelacion del SIIC es diferente conforme avanza el proceso fisiopatoldgico desde la
hipertrofia a la IC, se sugiere que dicha disminucion es dependiente del tiempo y se puede

ver reflejada incluso en otros tejidos y cAmaras cardiacas.
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Abstract

The intrinsic cardiac nervous system (ICNS) is critically involved in autonomic regulation
of cardiac function. However, in pathological processes such as hypertrophy and right heart
failure (RHF) the ICNS undergoes adverse remodeling which leads to deleterious effects
favoring the generation of life-threatening arrhythmias that significantly puts an individual's
life at risk. Therefore, the aims of this study were to characterize the remodeling of the ICNS
using histological techniques to evaluate RV innervation, in addition to quantifying markers
such as AchE and NO2 in different samples of experimental models with hypertrophy and
RHF. Methods: 32 two-month-old male Wistar Kyoto rats with an average weight of 200 g
were used. The following groups were established and administered either with
monocrotaline or saline solution as controls: CTRL (n = 8) (SS1 0.9 % 0.3 ml ip), MCT (n =
8) (60 mg / kg, ip), CTRL + HVD (n =8) (SS1 0.9 % 0.3 ml ip) and CARD (n =8) (HVD +
MCT 60 mg/kg, ip). The gross anatomy characteristics were analyzed. In RV sections the
histological techniques were applied: Golgi-Cox to determine cardiac ganglia density and
size, AchE to assess parasympathetic innervation and glyoxylic acid to assess sympathetic
innervation. Additionally, the quantification of AchE and NO; was carried out in different
tissues of the circulatory pathway by the Ellman method and the Griess reaction respectively.
Results: An increase in RV wall thickness (mm) was found in the MCT, CTRL + HVD and
CARD groups with respect to CTRL group (P < 0.0001). In general, a lower ganglia density,
size and lower number of fibers were found in the groups MCT, CTRL + HVD and CARD
compared to the CTRL group. In the sympathetic and parasympathetic evaluation of the
qualitative analysis the tissue impregnation was diminished too, wich is correlated with
neruronal degeneration. Regarding the quantification of AchE, differences were found in all
the tissues of all groups with a decreasing trend from the CTRL group to the CARD group.
NO: quantification showed the same decreasing trend for both ventricles, lung and serum.
Conclusion: The present study shows quantitative and qualitative evidence that reflects the
degeneration of the intrinsic innervation of the RV in pathological conditions such as
hypertrophy and HF. Since the remodeling of the ICNS is different as the pathophysiological
process progresses from hypertrophy to HF, it is suggested that this degeneration is time-

dependent and can even be seen reflected in other tissues and cardiac chambers.
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2. Introduccién

La insuficiencia cardiaca ventricular derecha (ICVD) es un sindrome clinico complejo
con una alta tasa de morbilidad a nivel mundial y continGa siendo la primera causa de
mortalidad entre los pacientes con hipertension arterial pulmonar (Hemnes et al., 2018).
Ademas, tiene una amplia etiologia ya que cualquier cardiopatia puede culminar en IC
de ventriculo derecho, y la transicion desde un estado adaptativo como la hipertrofia a la
descompensacion y manifestacion clinica de fallo cardiaco depende de la severidad del
estimulo presente, el tiempo de evolucion, y alteraciones a nivel cardiaco; principalmente
remodelacion adversa y disfuncion neuronal.

El ventriculo derecho (VD) esta inervado por fibras del sistema nervioso autbnomo
y por el sistema de inervacion intrinseco cardiaco (SIIC); un conjunto de ganglios
neuronales que forman plexos, distribuidos desde el epicardio hasta el endocardio en las
cuatro camaras cardiacas y cuya interaccion con otras fibras resulta en la modulacion de
las funciones cardiovasculares (Wake y Brack, 2016). Sin embargo, en procesos
fisiopatoldgicos como la hipertrofia e IC, la inervacion intrinseca cardiaca puede verse
severamente afectada resultando en disfuncibn o atenuacion parasimpatica,
hiperactividad simpatica y una serie de cambios en la funcion eléctrica del corazén que
predisponen a arritmias cardiacas letales y muerte subita cardiaca (Tomaselli y Zipes,
2004).

La monocrotalina (MCT) es un alcaloide de pirrolizidina que se encuentra en la
planta Crotalaria Spectabilis; es un toxico que tras su ingestion causa dafio hepatico e
hipertension pulmonar, que eventualmente resulta en hipertrofia y disfuncion del
ventriculo derecho (VD) (Gomez Arroyo et al., 2012). Este ha sido uno de los modelos
mas utilizados en la investigacion cardiovascular dentro de los Gltimos 50 afios (Hill,
Gillespie y McMurtry, 2017), debido a su gran reproducibilidad y bajo costo. Varias
investigaciones han demostrado su utilidad para evaluar la inervacion del VD en la IC
(Yamadaet al., 1991; Chen et al., 2001; Kimura, leda, and y Fukuda, 2012; Ceconi et al.,
1989; Leineweber, Seyfarth y Brodde, 2000), por lo que en esta investigacion se utilizara
el modelo de hipertrofia e IC inducida por MCT con el fin de estudiar la remodelacion

del sistema de inervacion intrinseco cardiaco en VD durante la hipertrofia y su evolucion
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a IC, por medio de técnicas histoldgicas y una modificacion del método de Ellman et al.,
1961, para la cuantificacion de marcadores parasimpaticos, y asi comprender mejor los

mecanismos fisiopatoldgicos neuronales que subyacen en este sindrome clinico.

3. Antecedentes

3.1 Antecedentes generales

3.1.1 Morfologia y fisiologia del ventriculo derecho

El ventriculo derecho (VD) es una de las cuatro camaras cardiacas;
embriol6gicamente se origina del mesénquima cardiogénico y tiene una amplia variedad de
caracteristicas tanto morfolégicas como funcionales que lo diferencian de las otras cavidades.
Esta ubicado en la parte mas anterior del corazon, justo detras del esterndn, y dentro de sus
caracteristicas anatomicas se encuentran: su morfologia triangular, el grosor de su pared de
3 a 5 mm, pesa aproximadamente de 40 a 50 g, y tiene un volumen mayor (15 %) en
comparacion con el ventriculo izquierdo (V1) en el humano (Sanz, Sanchez, Bossone,
Bogaard y Naeije, 2019). A nivel interno, el ventriculo derecho tiene ciertas estructuras que
lo caracterizan y que son especificas de la propia cavidad como la valvula tricispide
relacionada con el tracto de entrada o seno formando un angulo de aproximadamente 60° con
el dpex trabeculado, y el tracto de salida o cono, que esta limitado por la valvula pulmonar

(Wang, Rai, Carrasco, Odusina, Salandy, Gielecki, Zurada y Loukas, 2019).

La fisiologia ventricular derecha es compleja, y hasta hace pocos afios su estudio
tomo6 mayor impacto en la investigacion, ya que el VI habia sido méas estudiado debido a su
mayor impacto en la hemodindmica, fisiologia y fisiopatologia cardiaca. La funcion
ventricular derecha es multiple y puede verse afectada por diferentes factores; sin embargo,
esta camara generalmente se distingue por generar una menor presion sistdlica y diastolica
durante el ciclo cardiaco al estar acoplada a un circuito de baja resistencia en comparacion
con el VI. Debido a que la cavidad ventricular derecha esta acoplada con la auricula derecha
y esta recibe sangre que proviene del retorno venoso, el cual esta en constante cambio, el VD

tiene la caracteristica de ser mas resistente a modificaciones en la carga de volumen y a la
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isquemia, ya que el proceso de perfusion tiene la cualidad de llevarse a cabo durante la
diastole y la sistole (Wang et al., 2019).

Fig. 1. Anatomia del VD. Muestra de la disposicion de las capas superficiales del VD y VI (Izquierda). Diseccion de un corazon al
quitar la pared libre del VD (centro). Muestra de agregados de miocitos subendocérdicos dispuestos longitudinalmente (lineas negras
discontinuas en la imagen central). CSO: ostium del seno coronario, VI: ventriculo izquierdo, PT tronco pulmonar, véalvula tricispide
(TV), apice trabecular (*), Ao: aorta, APM: musculo papilar anterior, IVC: vena cava inferior, LAD: arteria descendente anterior
izquierda, MB: banda moderadora, PA: arteria pulmonar, PV: valvula pulmonar, RCA: arteria coronaria derecha, RV: ventriculo
derecho, RVOT: tracto de salida del ventriculo derecho, SB: banda septomarginal, SC: cresta supraventricular, SPM musculo papilar
septal, SVC vena cava superior; TV valvula tricispide. Sanz et al., 2019

3.1.2 Inervacion extrinseca cardiaca

La funcidn cardiaca se encuentra regulada por fibras simpaticas, parasimpaticas y
sensitivas que pertenecen al sistema nervioso autonomo. En condiciones fisioldgicas, la
funcién de estas fibras se encuentra en equilibrio para mantener la respuesta cardiaca a
diferentes estimulos y situaciones, por lo que esta interaccién entre el corazon y su inervacion
esta relacionada con centros reguladores superiores de la funcién cardiovascular localizados
a nivel del tallo cerebral en un area bilateral, en la sustancia reticular del bulbo raquideo y en
el tercio inferior de la protuberancia. Este centro de regulacion cardiovascular recibe
impulsos aferentes sensitivos para integrar la informacion que proviene del sistema
cardiovascular, transmite impulsos parasimpaticos a partir de neuronas del nicleo ambiguo,
que dan origen a fibras eferentes del nervio vago para inervar al corazon, asi como impulsos
simpaticos a través de las neuronas preganglionares de la asta intermediolateral de la médula

espinal y de alli a los nervios simpaticos periféricos, llegando este control virtualmente a
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todas las arterias, arteriolas, venas y al coraz6n (Wink, Delft, Notenboom, Wouters,
DeRuiter, Plevier y Jongbloed, 2020).

La inervacion parasimpatica cardiaca tiene su origen a partir de diversas ramas del
nervio vago que emerge fuera del bulbo, sale del créneo junto con los pares craneales IX y
XI por el agujero yugular donde se engruesa para formar el ganglio yugular o superior,
posteriormente desciende verticalmente mostrando junto a la base del craneo otro
engrosamiento denominado ganglio plexiforme (ganglio inferior), desciende por el cuello y
en el lado derecho el nervio discurre anterior a la arteria subclavia y penetra en el torax para
formar el plexo esofagico y unirse con el nervio del otro lado formando los troncos vagales
anterior y posterior. En el lado izquierdo al entrar en el térax, discurre entre las arterias
carétida comun y subclavia Desde ahi, los nervios vagos (derecho e izquierdo) se desprenden
ramas cardiacas que se unen con los nervios cardiacos superior, medio e inferior
(provenientes de la cadena simpatica) y conforman una aglomeracion de fibras del sistema
nervioso autonomo denominada plexo cardiaco, que se divide en porcién superficial y
porcion profunda. Es en esta regién donde terminan todas las fibras preganglionares
parasimpaticas para hacer sinapsis con las fibras posganglionares e inervar al musculo

cardiaco y a los nodos sinusal y auriculoventricular. (Iglesias y Estévez, 2008).

Al igual que las fibras parasimpaticas, las fibras simpéticas también estan
relacionadas con un area especifica del centro de regulacién cardiovascular denominada area
cardioaceleradora, de donde descienden fibras para comunicarse con las neuronas
preganglionares que se encuentran en las astas intermediolaterales de la médula espinal. Sus
axones salen por las raices anteriores de sus respectivos nervios y contintan por los ramos
comunicantes blancos llegando a la cadena ganglionar paravertebral por la que ascienden
muchos, sin hacer sinapsis, hasta los ganglios cervicales superior medio e inferior y los
primeros cuatro ganglios toracicos donde hacen sinapsis; las fibras que emergen de estos
ganglios cervicales y toracicos constituyen las neuronas posganglionares simpaticas que
después se dirigen al corazon por los tres nervios cardiacos para terminar en diferentes zonas

del plexo cardiaco, arterias y nodos (lglesias y Estévez, 2008).
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3.1.3 Sistema de inervacion intrinseco cardiaco

Tradicionalmente el estudio del control autondémico simpéatico y parasimpatico
cardiaco se ha enfocado en vias nerviosas centrales o se ha analizado a través de la
estimulacion eléctrica de nervios periféricos; sin embargo, en los Gltimos afios se ha tomado
mayor interés en la presencia de una red especifica de fibras nerviosas y ganglios que a su
vez forman plexos especializados de carécter intrinseco en el corazon. A este sistema
comunmente se le ha denominado Sistema de inervacion intrinseco cardiaco (SIIC), y tiene
caracteristicas especificas que lo diferencian de la inervacion extrinseca al estar distribuido
por diversas areas de todo el corazon e interactuar constantemente junto con la inervacion
extrinseca para cumplir las demandas fisioldgicas, eléctricas, mecénicas y hemodinamicas a

nivel cardiovascular, etcétera.

La inervacion intrinseca cardiaca se compone de colecciones de somas neuronales y
fibras nerviosas interconectadas conocidas como plexos ganglionares cuyos somas suelen
tener de 15 a 30 x 20 a 45 um de diametro. La mayoria (aproximadamente el 90 %) de los
somas residen en los tejidos supraventriculares o yacen planos sobre la superficie epicardica,
pero también pueden aparecer dentro de los depdsitos grasos junto al hilio del corazon (Leger,
Croll y Smith, 1999).

Los ganglios intrinsecos se encuentran principalmente en la superficie auricular
dorsal, alrededor de la base de la aorta o de la arteria pulmonar; pueden localizarse en
posicion dorsal y ventral a las venas pulmonares, al igual que en la superficie ventricular
anterior. Los campos de plexos ganglionares se han caracterizado por tener entre 5 a 7
regiones (dependiendo de la especie), tomando en cuenta el suministro nervioso y las
proyecciones a diferentes sitios efectores. Estas regiones son: el atrio dorsal derecho (ADD),
el atrio ventral derecho (AVD), el dorsal izquierdo (DlI), el atrio ventral izquierdo (AVI), el
dorsal medio (DM), el coronario derecho (CD) y el plexo coronario izquierdo (PCI) (Wake
y Brack, 2016).
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Fig. 2. Inervacion cardiaca. Representacion del sistema autonémico cardiaco. Representacion de axones parasimpaticos
preganglionares y posganglionares (azul) y simpaticos (rojo). A nivel cardiaco la inervacién simpéatica y parasimpéatica converge para
formar el plexo cardiaco. (?): estructuras anatdmicas cuya existencia ain estd en debate. *ansa subclavia. **nervios vagales y

simpaticos se entremezclan antes de llegar al plexo cardiaco. Imagen traducida al espafiol (Wink et al., 2020).
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3.1.4 Inervacion intrinseca del ventriculo derecho

Hace décadas se habia creido que los ventriculos de mamiferos carecian de ganglios
e inervacion intrinseca; no fue sino hasta 1988 que Gagliardi et al, descubrieron la presencia
de ganglios en el miocardio ventricular localizados de forma ventral a los surcos coronarios
y a los alrededores del cono arterioso; esto después se corrobor6 en corazones humanos
(Pauza, et al., 2000), de rata (Gomez et al., 2009), oveja (Saburkina et al., 2010), perro (Yuan
et al., 1994), gato (Johnson et al., 2004) y conejo (Pauziene et al., 2016; Saburkina et al.,
2014). (Wake, y Brack, 2016).

Las investigaciones precedentes acerca de la inervacion intrinseca cardiaca derecha
aun son controversiales y dispersas, ya que su estudio ha estado limitado a determinadas
etapas del desarrollo cardiogénico o Unicamente en zonas especificas del corazon. A pesar
de eso, se han demostrado ciertos puntos de interés con respecto a la inervacion ventricular
derecha como lo es la abundante inervacion de la zona anular de la valvula tricispide,
distribucion y una configuracion de fibras desde el epicardio hacia el endocardio cada vez
mas expuestas hacia el interior de la cavidad ventricular, una mayor densidad que se
encuentra a nivel epicardico caracterizada por ganglios rodeados de tejido adiposo o
encapsulados por tejido conectivo, entre otros. Los ganglios intrinsecos cardiacos tienden a
estar conformados por 2 hasta 200 o mas células nerviosas en su mayoria multipolares o

pseudounipolares con morfologia ovalada o casi circular (Cho et al., 2019).

Para la camara ventricular derecha existe una estrecha relacion con el nodo
auriculoventricular (AV), especificamente en la zona para-auriculoventricular a nivel
epicardico de donde se extienden grupos ganglionares en direccion inferior al surco coronario
para inervar el miocardio ventricular derecho e izquierdo donde adquieren gradualmente una
conformacion méas pequerfia debido a una menor cantidad de neuronas (Singh et al., 1996).
En el tejido ventricular se han localizado varios plexos ganglionares en la base de ambos
ventriculos, por lo que los mas relacionados con el VD podrian ser: el plexo descendente
anterior, el plexo descendente posterior y el plexo marginal agudo derecho caracterizados
por fibras de colageno y fibroblastos adyacentes, con proyecciones de fibras mielinicas y
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amielinicas, ademas de contar con un gran nimero de mitocondrias, complejos de Golgi y

granulos de lipofucsina (Armour, 2008).

Los conglomerados neuronales del VD han demostrado contar con la presencia de
células gliales y una caracteristica conformacional especifica donde las neuronas cuyos
somas son mas grandes se distribuyen en la periferia ganglionar mas proximos a la capsula,
mientras que los mas pequefios estan concentrados en el interior, en modelos porcinos (Arora
et al., 2003). En el miocardio y endocardio ventricular derecho se han identificado ganglios
conectados por una extensa red de fibras nerviosas tanto gruesas (6 a 10 pm) como delgadas
(2a4 pm) lo que sugiere que los plexos ganglionares se distribuyen de manera similar en las
cuatro camaras y desde el epicardio hasta el endocardio (Gomez, Gordillo, Lépez y Flores
2009).

Fig. 3. Fotomicrografias de tejidos cardiacos procesadas por el método de Golgi-Cox. Ganglios cardiacos intrinsecos en el epicardio

(izquierda) y miocardio del ventriculo derecho (derecha). MYO: miocardio, EPI: epicardio y RV: ventriculo derecho (Gomez et al., 2009).

3.1.5 Fenotipo neuroquimico

La naturaleza neuroquimica del SIIC es variada ya que se han encontrado células
nerviosas capaces de liberar diferentes factores. En el caso de la inervacion simpatica del
VD, esta se localiza a nivel superficial en el subepicardio cuyas fibras tienen una orientacion
perpendicular al surco auriculoventricular derecho o al surco interventricular anterior. Para
el tracto de salida ventricular derecho, este recibe inervacion adrenérgica proveniente de

plexos proximos al origen de la arteria coronaria derecha (Ito y Zipes, 1994).
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Las fibras colinérgicas estan localizadas superficialmente a nivel del surco AV lateral
derecho y penetran en el miocardio rapidamente, por lo que de 10 a 15 mm desde el surco
AV ya se encuentran intramurales. EI miocardio cercano a la arteria descendente anterior y
el tracto de salida del VD reciben informacion colinérgica de la parte lateral del surco AV al
igual que el surco descendente anterior (Ito y Zipes, 1994). Por otro lado, en corazones de
roedor se ha demostrado la presencia de fibras nerviosas inmunorreactivas para ChAT
cuando estas se han marcado previamente para tirosina hidroxilasa (TH, por lo que se cree
que algunas de las neuronas de los plexos ganglionares cuentan con la capacidad de liberar
tanto noradrenalina como acetilcolina como una caracteristica bifenotipica (Rysevaite et al.,
2010).

Adicionalmente a los marcadores de inervacidbn comunes simpaticos Yy
parasimpaticos, las células que componen al SIIC tienen la capacidad de liberar otros
cofactores necesarios para el mantenimiento de la funcion cardiovascular como: el 6xido
nitrico (ON) que se cree que las neuronas responsables de su liberacion estan co-localizadas
con las neuronas colinérgicas (Brack et al., 2007), péptido intestinal vasoactivo (VIP), que
puede ser co-liberado con ACh (Parsons et al., 2006) y neuropéptido Y (NPY) liberado en
conjunto con NA para modular el control simpéatico y parasimpéatico de la frecuencia
cardiaca. A pesar de que estos dos ultimos factores si estan presentes en la inervacion

intrinseca cardiaca, aun no es clara su ubicacion y densidad exacta.

Tanto el ventriculo derecho como las demas camaras cardiacas cuentan con una serie
de fibras aferentes que van a centros superiores y cuya funcién es detectar cambios en el
medio, como: disminucion en el aporte de oxigeno, disminucién del flujo sanguineo, cambios
en la frecuencia cardiaca (FC), sobrecarga de presién o volumen, etc. esto con la finalidad
de mantener la correcta funcién cardiaca latido a latido. Estas vias aferentes cominmente
estan relacionadas con factores como el péptido relacionado con el gen calcitonina (CGRP)
y la sustancia p (SP), dos neurotransmisores presentes en un patrén de fibras muy delgadas
distribuidas por todo el corazon que después incrementan su didmetro de forma gradual para

converger en el hilio cardiaco y ascender a los centros superiores.

El descubrimiento de los factores neurotréficos tiene su origen desde estudios que

relacionan el nimero de fibras nerviosas existentes en un tejido y el area de inervacion. El
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factor de crecimiento nervioso (NGF) es un miembro de una familia de proteinas
comunmente denominadas neurotrofinas (NT), cuya caracteristica comun de estos factores
de crecimiento es promover la supervivencia y la regeneracion neuronal, sin embargo, fue
hasta los Gltimos afios que se investigd la posibilidad de que el masculo cardiaco sea un
blanco directo (leda et al., 2004). Los efectos se desarrollan mediante la uniéon a sus
receptores tipo tropomiosina cinasa de los cuales el tipo A (TrkA) es expresado a nivel
neuronal. Una vez activados estos receptores se desencadena una cascada de reacciones que
producen diferentes efectos como: aumento de tamafio celular (debido a una intensa actividad
mitética intracelular o a hipertrofia neuronal) y ramificacién profusa de fibras (Levi-
Montalcini et al., 1996). Las consecuencias de su actividad y liberacién juegan un papel muy
importante en el desarrollo de nuevas terminales nerviosas con fenotipos especificos ademas
de estar relacionados con situaciones donde la arquitectura y funcion cardiovascular se
encuentra comprometida y alterada como lo es en la hipertrofia e insuficiencia cardiaca;

temas que se abordaran a continuacion.

3.1.6 Alteraciones de la inervacion intrinseca en los procesos fisiopatoldgicos

3.1.7 Insuficiencia cardiaca derecha

La insuficiencia cardiaca (IC) es un sindrome clinico complejo caracterizado por la
incapacidad del corazén para bombear los volumenes adecuados de sangre y cumplir con las
demandas metabolicas de un individuo. Desde un punto de vista fisiologico la IC se puede
definir como un gasto cardiaco inadecuado para satisfacer las demandas metab6licas o un
gasto cardiaco adecuado secundario a la activacién neurohormonal compensatoria (que

generalmente se manifiesta como un aumento de la presion de llenado ventricular).

Dentro de las multiples clasificaciones del sindrome esta aquella basada en fraccion
de eyeccion ventricular: 1C con fraccion de eyeccion reducida (HFrEF) e IC con fraccién de
eyeccion preservada (HFpEF) (Savarese y Lund, 2017). Sin embargo, existen muchas otras
clasificaciones globales basadas en la camara afectada (ventricular o auricular derecha o

izquierda), proceso de contractilidad o relajacion afectado (sistdlica o diastdlica), la
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incapacidad para realizar actividad fisica (A, B, C, D), entre otros. Este sindrome global es
una de las &reas mas estudiadas en la investigacion biomédica basica y clinica cardiovascular
y afecta alrededor de 26 millones de personas en todo el mundo (Ritter y Neyses, 2003).
Actualmente cerca de 5 millones de americanos presentan IC y >250,000 mueren
anualmente. Aunque se han desarrollado mejores técnicas de diagndstico y tratamientos, la
prognosis de los pacientes continda siendo un problema debido a que el 20 % muere al cabo

de un afio posterior a su diagnostico y el 80 % en los préximos 5 a 8 afos.

La insuficiencia cardiaca derecha (ICD) es un sindrome multifactorial que afecta
primordialmente al VD; diversas manifestaciones clinicas y cualquier cardiopatia que
involucre al VD puede promover o culminar en su aparicién como lo es: infarto ventricular
derecho, hipertensién arterial e hipertensién pulmonar, miocardiopatia obstructiva cronica,
insuficiencia o estenosis de la valvula tricuspide y/o pulmonar, miocardiopatia hipertréfica,
diabetes mellitus, arteriopatias coronarias, insuficiencia de VI, sindrome de no compactacion,
entre otros. Estas manifestaciones tienden a desarrollar cambios estructurales a nivel cardiaco
como lo es en la hipertrofia cardiaca patoldgica; un factor de riesgo determinante para que el
corazon derecho desarrolle disfuncién. Después del diagndstico, las estimaciones de
supervivencia son del 50 % y 10 % a los 5 y 10 afios respectivamente (Roger, 2013).

Tras la aparicion de dafio inicial o procesos patoldgicos se desarrolla un proceso
adaptativo denominado hipertrofia cardiaca, que al no tratarse de forma adecuada evoluciona
a complicaciones mas comprometedoras y culmina en una fase de descompensacion hacia la
insuficiencia cardiaca cronica en meses o afios después, dependiendo de la severidad y
naturaleza del estimulo generado. Estas alteraciones repercuten a nivel celular en los miocitos
cardiacos generando una respuesta adaptativa al estimulo para mantener la funcion
cardiovascular. Estos mismos cambios celulares cominmente llevan a cambios estructurales

y funcionales denominados en conjunto remodelacion cardiaca (Kemp y Conte, 2012).

3.1.8 Remodelacion ventricular

El estrés hemodinamico cronico lleva a diferentes alteraciones y cambios en el
tamario, estructura, morfologia y fisiologia ventricular (Kemp y Conte, 2011), por lo que la

remodelacion puede presentarse en situaciones fisioldgicas como el ejercicio (remodelacion
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fisiologica) o después de un insulto, lesion o proceso patoldgico (remodelacion patoldgica).
Comunmente el proceso de remodelacion inicia a partir de un punto funcional, donde los
cambios mas significativos se reflejan en la fisiologia del VD, y conforme el proceso avanza,

se da paso a un proceso de modificaciones a nivel estructural (Ritter y Neyes, 2003).

Las modificaciones funcionales emergen de lesiones y patologias siendo un ejemplo
de ello la hipertension pulmonar; enfermedad crénica caracterizada por un incremento en la
resistencia vascular pulmonar (RVP), incremento en la presion vascular pulmonar, fibrosis
progresiva y cambios proliferativos en las arterias pulmonares que conducen a hipertrofia e
insuficiencia ventricular derecha (IVD). Los modelos de hipertension pulmonar (HP)
inducida por bandas en la arteria pulmonar han posibilitado el andlisis de alteraciones
funcionales en la IC resaltando: alteraciones en las proteinas responsables del manejo de
calcio, hiperaldosteronismo, estrés del reticulo endoplasmico (RE), incremento en la
contractilidad ventricular derecha, disminucién en la elastancia arterial, desacople
cardiopulmonar, apoptosis y aumento en el estrés oxidativo. Sin embargo, dentro de los
ultimos 30 afos se ha acumulado evidencia del aumento en la actividad del sistema nervioso
simpatico (SNS) y su relacion tanto en la hipertrofia como en la insuficiencia cardiaca. Por
otro lado, también destacan los cambios en la expresion de ciertas proteinas como el factor
de crecimiento nervioso (FCN), la densidad y funcion de fibras nerviosas, el factor inhibidor
de leucemia y modificaciones en la concentracién de catecolaminas a nivel plasmatico y

tisular; marcadores Utiles para la evaluacion de la inervacion simpatica (Aguero et al., 2014).

Las alteraciones a nivel estructural tienen la caracteristica de presentarse
posteriormente a una fase previa de remodelacion funcional y son reconocidas en su mayoria
por modificaciones en la arquitectura del VD (Kemp & Conte, 2011) a partir de: un
engrosamiento de la pared ventricular a expensas del aumento en el tamafio de células
cardiacas, incremento en el depdsito de colageno en la matriz extracelular que repercute en
la tension intramiocardica, modificacion en capilares y alteraciones en la fase diastdlica 'y en
la comunicacion celular. En modelos de HP se han descrito modificaciones estructurales a
nivel vascular como el engrosamiento de la pared vascular arterial que disminuye el lumeny

la elasticidad vascular, asi como también el flujo sanguineo (Aguero et al., 2014). Sin
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embargo, existen reportes que han demostrado la presencia de hipertrofia ventricular derecha
(HVD) en ratas normotensas de la cepa Wistar Kyoto debido a casusas genéticas, por lo que
se han considerado como un modelo dtil para el estudio de HVD e ICD (Pfeffer et al., 1979;
Tomanek y Whitaker, 1990; Sebkhi et al., 1999; Aiello et al., 2003).

3.1.9 Remodelacion nerviosa funcional en la hipertrofia e ICD

En la insuficiencia cardiaca derecha, la inervacion intrinseca cardiaca sufre cambios
funcionales importantes, en general caracterizados por hiperactividad simpética y disfuncién
parasimpética. A nivel del tejido ventricular, el VD responde reduciendo la densidad de
receptores beta-adrenérgicos y aumentando la expresion de receptores colinérgicos tanto
nicotinicos como muscarinicos (da Silva et al., 2018). Por otro lado, alteraciones
electrofisiol6gicas como la prolongacion de los potenciales de accién, un sello distintivo de
la insuficiencia cardiaca del V1, también se ha observado de manera constante en modelos de
hipertrofia e IC de ventriculo derecho. Esta prolongacién se refleja tipicamente por una
mayor duracion del intervalo QT que puede estar relacionado con una disminucion en la

expresion de los canales de potasio (Benoist et al., 2011).

En el afio 1982, Dalmo S, realizé una investigacion en pacientes que presentaban
miocardiopatia dilatada aplicando la técnica de hematoxilina y eosina donde concluyé que
los pacientes que presentaban esta enfermedad presentaban un nimero disminuido de células
nerviosas ganglionares por mm?2. Por otro lado, enfoques adicionales en la fisiologia neuronal
establecen que el NO en relacion con la funcion contractil cardiaca, esta mal regulado en
corazones con IC, caracterizado por una excesiva produccion que va de la mano con la

disfuncion y depresion de la funcion cardiaca (Damy et al., 2004).

En relacion a la inervacion simpatica, los resultados méas consistentes de reportes en
la literatura concuerdan con el fendmeno de reduccion en los niveles de NE, TH, disminucion
en la recaptura de catecolaminas (Liang et al., 2000) y alteraciones en la expresion del factor
de crecimiento nervioso (FCN) (Hassankhani et al., 1995), ademas de transdiferenciacion

colinergica (Xie y Orkin, 2007). Este fendmeno de plasticidad o adaptabilidad de las células
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simpaticas es el resultado de los cambios funcionales en el sindrome (Kimura, leda y Fakuda,
2012). Por otra parte, varias lineas de investigacion han demostrado alteraciones en el control
parasimpatico con alteraciones en la regulacion de la FC, disminucidn de acetilcolinesterasa

y en la transmision ganglionar vagal (Olshansky et al., 2008).

3.1.10 Remodelacion nerviosa estructural en la hipertrofia e ICD

La inervacion intrinseca cardiaca derecha juega un papel muy importante en los
procesos patolégicos que afectan a las camaras cardiacas derechas. Investigaciones
relacionadas con este sindrome en el area de neurocardiologia concuerdan en que los
cambios mas representativos a nivel nervioso son: hipertrofia neuronal y posterior
disminucion de fibras y células nerviosas (hipoinervacién) conforme avanza el proceso

fisiopatoldgico desde la hipertrofia hacia el fallo cardiaco.

Un mecanismo para modular las alteraciones neuronales a nivel cardiaco es a través
de la liberacion paracrina de FCN por neuronas parasimpaticas (Hasan y Smith, 2009),
demostrando mediante técnicas de inmunohistoquimica la expresion de FCN en ganglios
cardiacos. Se considera que esta proteina tiene propiedades neurotréficas y repercute en la
supervivencia neuronal durante situaciones patologicas. Publicaciones de investigaciones en
pacientes con fallo cardiaco realizadas por Sanjay Singh et al, en 2013, han demostrado un
mecanismo de adaptacion neuronal denominado anteriormente hipertrofia celular en el que
las neuronas incrementan su tamafio y longitud, ademas de adquirir una apariencia
edematosa; cambios que podrian ser el resultado de la liberacion incrementada del FCN
(Singh et al., 2013).

3.1.11 Alteraciones en los miocardiocitos

Las células cardiacas son la unidad basica del funcionamiento eléctrico y mecanico

cardiaco, sin embargo, también son células blanco que sufren una gran diversidad de
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alteraciones en procesos fisiopatologicos. Hace algunos afios, se establecid la hipotesis de
que los cambios estructurales a nivel celular estan relacionados con cambios anatémicos
cardiacos, punto que después fue confirmado por Sinova y Gerdes en 1986. Posteriormente
se relacionaron con mediadores quimicos con accion pro hipertréfica como fenilefrina,
angiotensina Il, ET-1, entre otros, cuya expresion mal regulada desarrollaba alteraciones
deletéreas en el funcionamiento y morfologia cardiaca (Savinova y Gerdes, 2012). Otro de
los estimulos adecuados para la liberacion de estos factores es el estiramiento de los miocitos
inducido por la disfuncion diastdlica y por sobrecarga de trabajo promoviendo la liberacion

de angiotensina | y Il (Nadal-Ginart et al., 2003).

El acople excitacidn contraccion (AEC) es uno de los procesos mas importantes en
la funcionalidad cardiaca e involucra varios elementos i6nicos como el Ca*, Na* y K*. En el
caso del calcio, este ion es movilizado por todo el proceso de AEC mediante diferentes
elementos como: Ca* ATPasa, el RS y el intercambiador Na*/Ca* (NCX), que promueven su
disminucién a nivel citoplasmatico en un 70 % aproximadamente. La Ca* ATPasa del RS
puede presentar una disminucion de su expresion en relacion con los bajos niveles de Ca*
dentro el RS, asi como también un aumento en la expresién del NCX, sin embargo, estas
alteraciones no han sido muy bien clarificadas lo que sugiere que la remodelacién de estas
estructuras puede depender del estado de la IC (Bers, 2006). En el caso del Na*, las vias de
influjo principales son el NCX, corriente de Na®* y NHE (Intercambiador
sodio/hidrogeniones), con una participacion de 66 %, 20 % y 5 % aproximadamente. Este
ion tiende a presentar un incremento en la IC para promover la liberacion de Ca* del RS y

mejorar la contractilidad miocéardica (Bers, 2006).

En las células cardiacas el numero mitocondrial, la estructura, el recambio y la
funcién estan regulados por diferentes procesos, como la fusion y la mitofagia.
Observaciones recientes han sugerido que las anormalidades en estos procesos reguladores
mitocondriales pueden contribuir a la patogénesis de la IC (Palaniyandi et al., 2010). La
respiracion mitocondrial anormal asociada con una mayor generacion de ROS es otra
caracteristica fisiopatoldgica ademas de que las mitocondrias disfuncionales estan asociadas

con la desorganizacion estructural y la fragmentacion de los organulos (Chen et al., 2009).
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Los péptidos natriuréticos son importantes reguladores del balance hidrico, a través
de natriuresis y diuresis regulando también el tono vascular. La expresion del péptido
natriurético auricular (ANP) se produce mayoritariamente a nivel auricular y en menor
cantidad a nivel ventricular, asi como también el péptido natriurético cerebral (BNP) que se
encuentra en la inervacion auricular y en menor cantidad a nivel ventricular con la finalidad
de antagonizar el eje Renina angiotensina aldosterona (RAAS), disminuir los niveles de
expresion de endotelina-1, fibrosis e hipertrofia, debido a su funcidn heterogénea (Liang et
al., 2007). El incremento en la expresion de estos péptidos y aumento de su liberacion se
presenta en situaciones de estrés patol6gico como en: hipertension, isquemia e hipoxia, entre
otros, y particularmente en el infarto al miocardio y en la IC ya que se asocia con aumento

en la severidad de la enfermedad (Xu-Cai y Qingyu, 2009).

3.1.12 De la hipertrofia ventricular compensatoria a la insuficiencia cardiaca

3.1.12 Activacion autonomica simpatica

La activacion del sistema nervioso simpatico (SNS) y la inhibicién del sistema
parasimpatico han sido reconocidas durante mucho tiempo como manifestaciones del
sindrome clinico de IC como consecuencia de los cambios hemodindmicos asociados con la
alteracion de la funcién cardiaca (Viorel y Cohn, 2014). Esta se manifiesta con el objetivo de
mejorar la funcion cardiovascular en un proceso de compensacion, sin embargo, mecanismos
como este activados a largo plazo y sin una adecuada regulacion pueden llevar a
consecuencias adversas en la estructura y fisiologia cardiaca (Triposkiadis et al., 2009).

La hiperactividad del sistema simpéatico esta caracterizada por un incremento
significativo en los niveles de NE a nivel plasmatico (Pepper y Lee, 1999) ademés de un
incremento en el trafico vesicular simpatico de fibras nerviosas, disminucion de NE en el
tejido cardiaco y reduccién en la densidad de receptores postsinapticos beta adrenergicos
(Regitz et al., 1991). Esta alteracion en los receptores beta adrenérgicos (B-AR) se caracteriza

a nivel molecular por la reduccion selectiva de su densidad en la membrana plasmatica
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(regulacion negativa) y por el desacoplamiento de la membrana restante de f1-AR y 2-AR
a las proteinas G (desensibilizacion funcional). Ademas, otra anormalidad es la supresion en
la funcién de los reflejos simpatico-inhibitorios como el reflejo por barorreceptores arteriales,
mientras que los reflejos simpatico-excitatorios como el reflejo aferente simpatico cardiaco

y el reflejo quimiorreceptor arterial estan hiperactivados (Watson et al., 2004).

Las catecolaminas liberadas durante la activacion simpatica tienen la capacidad de
producir cardiotoxicidad en determinadas condiciones. Inyecciones intravenosas con
isoproterenol o norepinefrina han confirmado la presencia de lesiones de bandas agudas de
contraccion atribuidas a hipoxia relativa, incremento en la permeabilidad sarcolémica,
sobrecarga de calcio, elevacion de AMPc, activacion de receptores adrenérgicos alfa, y
formacion de metabolitos de catecolaminas oxidativos. La administracion cronica de
catecolaminas en ratas, ha demostrado promover la aparicion de fibrosis, reduccién de
respuestas inotrépicas mediadas por adrenoreceptores beta, apoptosis de miocardiocitos y
disfuncion en el bombeo sanguineo; principalmente a través de dilatacion ventricular
(Triposkiadis. et al., 2009).

Durante la presencia de alteraciones electrofisiologicas, el aumento del tono
simpatico causa una fuga diastélica de Ca®" a través del receptor 2 de rianodina (RyR2), lo
que resulta en aumentos localizados y transitorios de Ca?" en los cardiomiocitos. Este
incremento promueve la liberacion de mas calcio propagandose como ondas de Ca?* las
cuales pueden causar retrasos después de las despolarizaciones y originar latidos prematuros
ventriculares al igual que taquicardia ventricular (TV) sostenida. A partir de esto, fenGmenos
como ondas T alternantes y prolongacién del QT ha sido utiles en la clinica ya que dicha
prolongacion predispone a la génesis de post-despolarizaciones tempranas que al mismo
tiempo funcionan como sustrato para la aparicion de taquicardia, fibrilacion ventricular y

arritmias de reentrada (Kinoshita et al., 2003).

32



Variable

| NE Plasmatica

SNS Hipertrofia Insuficiencia cardiaca

Tono Diferenciacién colinérgica |

Fig. 4. Cambios temporales en la inervacion cardiaca con progresion de la enfermedad. NE, norepinefrina. FCN, factor de
crecimiento nervioso. FIL, factor inhibidor de leucemia. Imagen traducida al espafiol (Fukuda et al., 2015).

3.1.13 Activacion del eje renina-angiotensina-aldosterona

El sistema renina-angiotensina (RAAS) es un eje peptidérgico que participa en el
control homeostéatico del sistema cardiovascular, renal y en la regulacion del volumen de
liquido extracelular (Patel et al., 2016). La actividad del sistema renina-angiotensina-
aldosterona (RAAS) aumenta en pacientes con IC. Por lo tanto, esto se ve reflejado en las
alteraciones del volumen sanguineo, la presion arterial y la funcion cardiovascular. Su
activacion tiende a ser un mecanismo adaptativo presente en la remodelacion a corto plazo
para mantener la funcion cardiaca disminuida repentinamente, pero a largo plazo la
estimulacion cronica del RAAS conduce a la progresion de enfermedad ya que las acciones
de la angiotensina Il (Ang Il) incluyen vasoconstriccion, remodelacion cardiaca, fibrosis,

generacion de endotelina y activacion simpética (Unger y Li, 2004).

Se cree que la sobrecarga hemodinamica induce la activacion del RAAS a nivel
cardiaco y que la gravedad de la carga determina el alcance de la expresion del sistema. La
expresion de ACE esta relacionada con en pronostico y la gravedad de la IC en el corazon

humano, y la actividad de esta enzima se correlaciona con el estrés diastolico de la pared,
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ademas de que los niveles de NE y Ang Il estimulan la reabsorcion de sodio en el tabulo
proximal a nivel renal, lo que contribuye a la retencion de liquidos. El eje RAAS tiene
diferentes efectos adversos cuando el tejido cardiaco se somete a sobrecarga de presion como:
induccion de hipertrofia, expresion de genes fetales, proliferacion de fibroblastos, aumento
en el deposito de colageno, inflamacion, trombosis y generacion de especies reactivas de
oxigeno. Ademas, este sistema también tiene la capacidad de cambiar las propiedades
biofisicas de la membrana celular ya que la angiotensina Il puede llegar a inhibir diferentes
corrientes de potasio como e K+ transitoria de lenta inactivacion, corriente de potasio
activada por calcio y la rectificadora tardia, todas promoviendo una prolongacién en el
potencial de accién y propiciando la aparicion de alteraciones eléctricas (Tomaselli y Zipes,
2004).

Angiotensinégeno

”~ Activador ECA2
.
Inhibidor de ECA | Angiotensinal ,—— /
< C Gc\
~ @ . 9 5‘,’ \
Aldosterona Angiotensina Il \ « Ang 1-7

==

Antagonista del Agonista del
receptor AT1 receptor AT2

/

AT2 Mas

Y
Receptor de mineralocorticoides AT [ &=
@ Enzima \\f\&x X\@ \ \ \ |
| | K |

-
\\é\g\ Receptor
A\ A

| Inhibicién Vasoconstriccion Vasodilatacion
Proliferacion Anti proliferacion
w—p Activacion
Inflamacion Disminucion de inflamacion
Fibrosis Activacion parasimpatica

Estimulacion simpatica

Fig. 5. Activacion del sistema renina-angiotensina-aldosterona (RAAS) en HAP. La renina convierte el angiotensinégeno en
angiotensina I, que es procesada por la enzima convertidora de angiotensina (ECA) en el péptido bioldgicamente activo angiotensina
I1'y se une a los receptores de angiotensina AT1y AT2. La angiotensina | y Il también pueden ser procesadas por ACE2 para producir
angiotensina (1-7), que activa el receptor MAS. Por otro lado, la aldosterona activa los receptores de mineralocorticoides. Tanto la
activacion del receptor AT1 como el del mineralocorticoides conducen a la sefializacion patolégica en la HAP, y atacar estas vias
utilizando antagonistas del receptor o inhibidores de la ECA mejora la HAP. La sefializacion AT2 y Mas son protectoras, y la
promocion de estas cascadas de sefializacion utilizando agonistas AT2 o activadores ACE2 mejora el desequilibrio neurohumoral
presente en la HAP y en la IC (Vaillancourt, Chia y Sarji, 2017).
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3.1.14 Activacion de la respuesta inflamatoria

Las citocinas forman una amplia gama de proteinas farmacoldgicamente activas y de
peso molecular relativamente bajo. Estas sustancias son secretadas por diferentes tipos de
células con el fin de alterar su propia funcién (autocrina) o la de las células adyacentes
(paracrina). Las méas importantes o que estan implicadas en la progresion de la disfuncion
cardiaca son el factor de necrosis tumoral a (TNF a), la interleucina 1(IL-1) y la IL-6. Estas
comparten algunas caracteristicas y todas actian en un sentido pro inflamatorio (Sydykov et
al., 2018). Se cree que las catecolaminas juegan un papel importante en la activacion de
dichos factores y que la liberacion es mayoritariamente de células mononucleares ademas de
que posiblemente el mismo miocardio pueda participar en su liberacion por medio de
cardiomiocitos, fibroblastos cardiacos y células inmunes infiltradas o de tejidos

extracardiacos como tejido adiposo, intestino y 6rganos linfoides.

De acuerdo con la hipoétesis de las citocinas, la IC progresa porque las citocinas
exacerban las anomalias hemodindmicas o ejercen efectos toxicos directos sobre el corazén
por concentraciones incrementadas de IL-6 en la circulacion (Seta et al., 1996). Por otro lado,
la IL-1 esta asociada con procesos de arritmogenesis y depresion en la capacidad contractil
miocardica y para la IL-10 cuya funcién predominante es antiinflamatoria, se ha detectado
con una actividad ligeramente disminuida en pacientes con fallo cardiaco (Anker y Haehling,
2004).
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Citokinas impidiendo
la funcién miocérdica

Citoquinas -
Inflamatorias

Fig. 6. La hipotesis de las citoquinas en la insuficiencia cardiaca. El miocardio dafiado produce citocinas proinflamatorias (factor de
necrosis tumoral a, interleucina-1, interleucina-6 e interleucina-18); Esta produccion se ve reforzada por la estimulacion del sistema
nervioso simpatico. El miocardio lesionado, asi como el musculo esquelético que esta hipoperfundido debido al gasto cardiaco
reducido, activa los monocitos para producir las mismas citocinas, que actdian y deterioran ain mas la funcién miocardica (lineas
discontinuas). Las citocinas de estas diversas fuentes también se liberan en el torrente sanguineo. El miocardio estresado libera péptidos
natriuréticos, denotados en rojo; Su liberacion mejora la circulacion (Modificadi de Braunwald et al., 2008).

3.2 Antecedentes especificos

3.2.1 Monocrotalina: historia, naturaleza y toxicidad

Los alcaloides pirrolizidinicos (AP) y sus N-O6xidos son un grupo amplio de
metabolitos secundarios producidos por ciertas plantas; son parte de las estrategias
defensivas de las especies vegetales que los producen. La molécula de AP comprende un
heterociclo pirrolizidinico, con un grupo metilo y un sustituyente hidroxilo (necina). Existen
4 bases necinas basicas: platinecina, retronecina, heliotridina y otonecina. Dadas todas las
combinaciones quimicas posibles de estas estructuras, podria haber mas de 600 moléculas
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diferentes de alcaloides pirrolizidinicos y hasta el momento se han identificado méas de 350
en diversas plantas de todo el mundo.

La monocrotalina (MCT) es un alcaloide de pirrolizidina y un toxico de la planta
Crotalaria spectabilis, que ha sido utilizada como un ingrediente de un té de hierbas de
consumo tradicional por nativos en la India Occidental desde hace muchos afios (Maarman
et al., 2013; Roeder y Wiedenfeld, 2013). Esta presente en los tallos, hojas y semillas de
dicha planta y en todas las otras plantas del género crotalaria. Su toxicidad es esencialmente
hepatica y cardiopulmonar, afectando tanto a animales como a seres humanos, ademas de
que se sospecha que provoca cancer en caso de exposicion. Es importante destacar que, si se
aplica topicamente, no causa toxicidad localizada sin embargo causa lesiones en varios

organos después de la absorcidn y la bioactivacion hepatica.

En el higado, la MCT puede sufrir varias reacciones quimicas, lo que lleva a la
produccién de elementos toxicos y no toxicos. EI mecanismo por el cual MCT causa HP
incluye el metabolismo de MCT en el higado por la enzima citocromo-P450 en derivados
pirrélicos que inician la lesion endotelial en la vasculatura pulmonar. La lesion endotelial es
la inicial desencadenante de vasculitis pulmonar y remodelacién vascular pulmonar
obstructiva, caracterizada por estrechamiento u obliteracion de la luz vascular. La
investigacion histoldgica de la vasculatura pulmonar en HP muestra caracteristicas como
hiperplasia intimal, hipertrofia medial y engrosamiento de la adventicia lo que contribuye a
un incremento en la resistencia vascular pulmonar afectando indirectamente al ventriculo

derecho.
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Insuficiencia cardiaca
derecha y muerte

Fig. 7. Modelo experimental de HP inducida por monocrotalina. Posterior a la administracién de monocrotalina, la rata desarrollara
remodelacion vascular y disfuncién endotelial que llevara a un incremento en la resistencia vascular pulmonar (RVP) e hipertrofia de
ventriculo derecho (HVD) e incremento en la presion telediastélica (EDP) y telesistdlica (ESP) asi como también incremento en el
area auricular derecha (RAA). Debido al incremento progresivo en la resistencia vascular pulmonar, la funcién del VD se deteriora
con el tiempo y eventualmente el animal muere de insuficiencia ventricular derecha. Imagen traducida al espafiol (Santos et al., 2016).

3.2.2 El modelo de hipertrofia e insuficiencia cardiaca inducida por monocrotalina

Las investigaciones actuales han tomado un mayor interés en la experimentacion con
modelos animales de HP para comprender mejor sus caracteristicas fisiopatologicas y asi
desarrollar y probar nuevos enfoques terapéuticos. Hace aproximadamente 50 afios el Gnico
modelo utilizado comiUnmente era la hipoxia cronica, que fue limitado por los hechos de que
la hipoxia cronica contribuye minimamente a la patogénesis de la HP y en contraste con otras
formas de HP. Fue hasta después que Michael Kay describid junto con sus colegas el
patélogo Donald Heath y el cardiélogo Peter Harris, que las semillas de Crotolaria spectabilis
en polvo inducen PH en ratas siendo la MCT el agente activo (Hill, Gillespie y McMurtry,
2017).

Normalmente, el modelo de MCT se basa en una Unica inyeccion de MCT
(generalmente 60 mg/kg) aplicada por via intraperitoneal o subcutanea lo que resulta en el
desarrollo de HP después de 3 a 4 semanas (Nogueira-Ferreira et al., 2015). Dentro de los

otros multiples cambios que se presentan tras la administracion de este farmaco estan: el
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aumento en el peso del VD y en el tamaiio de los miocitos cardiacos de 65 y 52 %
respectivamente, incremento significativo de la presion sistdlica del VD y la presion
diastdlica final en un 70 % y 94 % respectivamente, disminucion del gasto cardiaco en un 28
% aproximadamente (Chen et al., 2001), incremento en la expresion del ARNm de péptido
natriurético auricular, presencia de necrosis focal de miocitos e infiltracion de leucocitos
mononucleares, asi como fibrosis temprana y aumento significativo (39 %) en la espesura de

la pared vascular a nivel pulmonar (Chen et al., 2001).

La MCT también ha sido utilizada en la reproduccion de uno de los méas utilizados en
la investigacion cardiovascular para evaluar las alteraciones de la inervacion intrinseca que
se presenta en diferentes patologias; entre ellos la hipertrofia e insuficiencia cardiaca. En
1991, Yamada y colaboradores demostraron mediante cromatografia liquida de alta presion,
las alteraciones que se presentan en ratas Wistar tras la alteracion de monocrotalina desde la
semana 1 a la 4, evaluando las cantidades de ACh y NE en todas las cAmaras cardiacas
concluyendo que el resultado es una depresion en los dos marcadores conforme evoluciona
la enfermedad (Yamada et al., 1991). En el mismo afio, Ishikawa y colaboradores
demostraron por estudios de unién a radioligando que la densidad de los receptores beta
adrenérgicos también se ve alterada en el tejido cardiaco a partir de las dos semanas de
administracion del farmaco a ratas de la cepa Sprague Dawley (Ishikawa et al., 1991). Estos
resultados se correlacionan con la diminucién en la densidad de receptores y de la recaptura
de NE también demostrados por Liang y colaboradores, en el afio 1989 donde también se
demostraron datos claros de incremento de epinefrina y norepinefrina a nivel plasmatico,
pero disminucion en los mismos en tejidos de ventriculo derecho de corazones de perros
Mongrel (Liang et al., 1989).

Los parametros funcionales de la inervacion intrinseca cardiaca son otro de los puntos
involucrados en la remodelacion cardiaca. Para poder estudiar esto, se han adaptado
metodologias que nos permitan evaluar la fisiologia de la inervacion simpatica y
parasimpatica debido a que aun es poco claro como estos criterios cambian y se modifican a
lo largo de la patologia. La informacion que se tiene hasta ahora no ha sido suficiente para
aclarar si tanto la inervacion simpatica como la parasimpatica se modifican y sufren las

mismas alteraciones simultdneamente o una de ellas puede estar disfuncional mientras la otra
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esta hiperactiva. Por lo tanto, investigadores como Sayal et al., en 2012, aplicaron diferentes
metodologias para evaluar la inervacion desde el punto de vista funcional en modelos de IC
por MCT.

Por medio de andlisis por telemetria del dominio de frecuencia de los intervalos “RR”
de un electrocardiograma, fue posible analizar la actividad y funcion nerviosa autonémica
cardiaca en ratas con MCT, que evidenciaron una disminucién de la VFC y disminucion en
los intervalos de alta frecuencia que corresponden a la actividad parasimpatica con respecto
a los de baja frecuencia que corresponden a la funcién simpética concluyendo que la
hipertrofia e IC eventualmente causan trastornos de control nervioso autbnomo cardiaco y
degradacion de vagal de terminaciones nerviosas (Sanyal et al., 2012). A pesar de que estos
marcadores funcionales son importantes determinantes de la fisiologia cardiaca, también
estan relacionados directamente con las alteraciones nerviosas estructurales en sindrome
clinico de IC. Se ha demostrado por estudios de inmunohistoquimica que tanto la densidad
como el nimero de axones y de fibras nerviosas presentan una reduccion deletérea en la
inervacion miocardica de VI en estadios tempranos de hipertrofia ventricular por sobrecarga
de presién, lo que puede contribuir a la aparicion de potenciales arritmogénicos en modelos
de IC en raton por constriccion aortica (Muhlfeld et al., 2013).

GAP43 es una proteina Gtil como marcador para los conos de crecimiento neuronal;
su expresion en los nervios simpaticos anatomicamente hiperinervados indica un brote de
inervaciéon en cardiomiocitos hipertréficos al igual que PSA-NCAM, otro marcador de
neuronas inmaduras que generalmente se expresa en neuronas en etapa de desarrollo o
neuronas regeneradas a partir de células madre neurales. La expresion de PSA-NCAM en la
superficie celular desempefia un papel importante en varios eventos como: la migracién
celular, el crecimiento de neuritas y la ramificacidn nerviosa tanto en el sistema nervioso en
desarrollo como en el adulto. Su expresion a nivel cerebral sugiere una etapa de
mantenimiento o reaparicion de un estado de desarrollo. A la inversa, también se sabe que
existe un aumento de PSA-NCAM durante la reinervacion después de una lesion en los
nervios periféricos, por lo que varios estudios han demostrado que los cardiomiocitos
hipertréficos expresan un patron genético de fenotipo fetal (rejuvenecimiento) que incluye la

expresion de proteinas contractiles, canales idnicos, proteinas reguladas por Ca*™ y moléculas
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de produccion de energia que causan disfuncion miocérdica incluida la disminucion de la
velocidad de contraccion, velocidad de relajacion y la disminucion de la produccion de ATP.
Aunque los mecanismos precisos que subyacen a estos cambios no estan claros, los factores
autocrinos/paracrinos de los cardiomiocitos son posibles mediadores de este

rejuvenecimiento (Kimura. et al. 2007).

Un posible mecanismo molecular involucrado en la disfuncion ventricular que
acomparia a la HP grave es la composicion de la matriz extracelular alterada y el contenido
de colageno fibrilar. La tenascina C es una proteina que sirve como marcador; es sintetizada
por fibroblastos altamente expresados en tejidos embrionarios y regulados tanto por estrés
mecanico como por mediadores neuroendocrinos en tejidos adultos bajo condiciones
patoldgicas como el infarto de miocardio. Ademas, varias citoquinas inflamatorias, factores
de crecimiento y péptidos neurohumorales que estimulan la sintesis de tenascina-c, también
participan en la disfuncion miocérdica inducida por el MCT. La tenascina-c es un importante
regulador de la matriz extracelular ya que induce la expresion de varias metaloproteinasas
cuya activacion esta implicada en la remodelacion cardiaca. Durante la IC, hay un aumento
significativo en el contenido de colégeno intersticial miocéardico y en la expresion del gen
tenascina-c a las seis semanas después de la inyeccién de MCT, lo que sugiere que los
cambios en la composicion de la matriz extracelular pueden estar participando en el deterioro
tardio de la funcion del VD en la HP inducida por MCT (Correira et al., 2009).

Otro de los marcadores analizados en ratas administradas con monocrotalina es el
ANP. Este péptido parece estar almacenado en granulos auriculares como una gran molécula
prohormona y se libera en la sangre durante la sobrecarga de volumen, y se sabe que la
concentracion plasmatica de ANP estd aumentada en pacientes y en ratas con insuficiencia
cardiaca congestiva (Ceconi et al. 1989). Sin embargo, las concentraciones se han visto
disminuidas a nivel auricular en un 85 %, lo que podria significar que el contenido de ANP
en cada camara del corazon presenta un agotamiento del péptido en ambas auriculas en
relacion con la gravedad de la IC. Por otro lado, en el ventriculo derecho hipertrofiado de
ratas tratados con MCT el contenido de ANP se ha encontrado disminuido
significativamente, probablemente debido al estiramiento cronico de la auricula como

consecuencia de la sobrecarga del VD. Esto implica que el estiramiento de la pared parietal
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no es el Unico factor involucrado en la liberacion del péptido y es posible que el aumento
progresivo del tono simpatico sea responsable de la pérdida del péptido en el tejido auricular
(Comini et al., 1995).

En relacion con la expresion de factor de crecimiento nervioso varias investigaciones
han demostrado que la ET-1 incrementa especificamente la expresiéon de NGF en
cardiomiocitos, ademas de que también contribuyen el estrés mecanico in vitro y la
sobrecarga de presion in vivo presentes en la HVD inducida por MCT. Por lo tanto, para
estudiar la inervacion intrinseca del VD, el modelo de insuficiencia cardiaca inducida por
MCT tiene ciertas ventajas para el estudio de este sindrome clinico; las principales ventajas
son que el modelo evita la manipulacion quirdrgica, tiene una alta reproducibilidad en poco
tiempo a través de una sola inyeccién de MCT, es de bajo costo, ademas de no tener un
efecto directo en el corazén como lo demuestran los estudios morfoldgicos que usan
microscopia optica y electrénica, sino que desarrolla sus efectos de forma indirecta a nivel

pulmonar (Xing, Lu y Li, 2014).
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4. Justificacion

La hipertrofia ventricular derecha (HVD) e insuficiencia ventricular derecha (IVD)
son dos condiciones que tienen una alta tasa de morbimortalidad a nivel mundial, y a pesar
de estar muy relacionadas en los procesos patoldgicos cardiacos, estas cuentan con criterios
tanto funcionales como estructurales que las diferencian a ambas. En el caso de la HVD esta
se caracteriza funcionalmente por la activacion del eje RAAS, liberacidn de endotelinas y de
FCN, transicion de sefiales mecanicas de sobrecarga a sefiales de crecimiento celular e
incremento en la demanda de oxigeno miocardico. En relacion a los criterios estructurales se
encuentra el aumento en el grosor de la pared libre del VD, hipertrofia neuronal y presencia
de fibrosis. Por otro lado, la IVD es un sindrome que se presenta como resultado de la
disfuncion VD, y estd caracterizada funcionalmente por hiperactividad adrenérgica,
presencia de arritmias, disminucién en la contractilidad miocardica y gasto cardiaco e
incremento en la presion intraventricular derecha. En cuanto a las caracteristicas estructurales
las mas comunes son: dilatacion y cambios en la morfologia del VD, hipoinervacion
intrinseca cardiaca y desplazamiento septal. Todas estas alteraciones pueden presentarse por
cualquier cardiopatia que afecte al ventriculo derecho, siendo una de ellas, la hipertension
pulmonar (HP). Aunque los tratamientos para esta patologia tengan efectos benéficos en el
ventriculo derecho, ninguno de ellos esta enfocado en la IVD, que es la causa primaria de
muerte entre los pacientes con HP. Dentro del proceso fisiopatolégico, la inervacion
intrinseca cardiaca juega un papel importante, ya que esta puede verse severamente afectada
llevando a consecuencias patoldégicamente graves como disfuncion contractil, muerte
neuronal y alteraciones eléctricas, que favorecen la aparicién de arritmias letales
comprometiendo de forma significativa la sobrevida de un individuo. Ya que hoy en dia ain
es limitada la informacion relacionada con las alteraciones morfolégicas y funcionales de la
inervacion intrinseca ventricular derecha en estas condiciones, este protocolo esta enfocado
en definir tales alteraciones y modificaciones morfolégicas y funcionales del SIIC en la HVD
e IVD, obteniendo una perspectiva importante para la comprension de los mecanismos

homeostaticos que subyacen en un ventriculo derecho sano y uno enfermo.
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5. Planteamiento del problema

El conocimiento del sistema de inervacion intrinseco cardiaco en relacion con su
morfologia, localizacion y fisiologia es una herramienta importante para explicar la
participacion de las células nerviosas intrinsecas cardiacas en procesos patologicos
compensatorios como la hipertrofia ventricular derecha y su evolucion a una
descompensacién y desarrollo de insuficiencia cardiaca. Debido a la alta mortalidad, la
informacion actual no ha sido suficiente para dilucidar todos los mecanismos que
caracterizan a dicha fase de descompensacion, lo que nos permitira identificar factores de
gran importancia pocos estudiados en la actualidad y que tienen gran impacto y relevancia

en el sindrome clinico de IC.
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6. Hipdtesis cientifica

Las alteraciones cardiovasculares del ventriculo derecho en la insuficiencia cardiaca
inducida por monocrotalina, tienen una correlacion significativa con modificaciones
funcionales y estructurales de localizacion, distribucién, y morfologia en relacion con el
sistema de inervacion intrinseco cardiaco, y difieren con el tiempo de evolucion desde la fase

de hipertrofia y su evolucion a insuficiencia ventricular derecha en la rata Wistar Kyoto.

6.1 Hipdtesis estadistica

Ho: No existe diferencia en la inervacion intrinseca del ventriculo derecho entre el grupo

control versus el grupo con hipertrofia ventricular derecha

Ho: No existe diferencia en la inervacion intrinseca del ventriculo derecho entre el grupo

control versus el grupo con cardiomegalia de ventriculo derecho

Ho: No existe diferencia en la inervacion intrinseca del ventriculo derecho entre el grupo con

hipertrofia ventricular derecha versus el grupo con cardiomegalia de ventriculo derecho.

H1: Existe diferencia en la inervacion intrinseca del ventriculo derecho entre el grupo control

versus el grupo con hipertrofia y cardiomegalia ventricular derecha.
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7. Objetivos

7.1 Objetivo general

Llevar a cabo una caracterizacion de los cambios cualitativos y cuantitativos del SIIC durante
el proceso de remodelacion en la hipertrofia e IC derecha, por medio de la administracion de

monocrotalina en corazon de rata Wistar Kyoto.

7.2 Objetivos particulares

1. Reproducir un modelo experimental de hipertrofia e insuficiencia cardiaca inducido
por monocrotalina en corazon de rata Wistar Kyoto macho.

2. Analizar la localizacion y distribucion cuantitativa (endocardio y miocardio) del SIIC
en VD en un grupo control (CTRL), uno administrado con monocrotalina (MCT) un
grupo control con hipertrofia previa (CTRL + HVD) y con
cardiomegalia/insuficiencia cardiaca del VD (CARD) secundaria a HP por MCT
mediante estudios histoquimicos generales de sistema nervioso: tincién Golgi-Cox.

3. Analizar cualitativamente las fibras del SIIC en VD en grupo control (CTRL), uno
administrado con monocrotalina (MCT) un grupo control con hipertrofia previa
(CTRL + HVD) y con cardiomegalia/insuficiencia cardiaca del VD (CARD)
mediante estudios histoquimicos y de fluorescencia mediante la tincién de
acetilcolinesterasa y é&cido glioxilico como marcadores del sistema nervioso
parasimpatico y simpatico respectivamente

4. Demostrar la diferencia en la inervacion mediante cuantificacion de
Acetilcolinesterasa como marcador indirecto de inervacion parasimpatica de
diferentes tejidos en grupo Control (CTRL), uno administrado con monocrotalina
(MCT) un grupo control con hipertrofia previa (CTRL + HVD) y con
cardiomegalia/insuficiencia cardiaca del VD (CARD) mediante técnicas

colorimétricas por el método de Ellman.
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5. Cuantificar nitritos como indicador de la inervacion nitroergica de diferentes tejidos
en un grupo control (CTRL), uno administrado con monocrotalina (MCT) un grupo
control con hipertrofia previa (CTRL + HVD) y con cardiomegalia/insuficiencia
cardiaca del VD (CARD) mediante técnicas colorimétricas por la reaccion de Griess.

6. Demostrar la presencia de alteraciones hemodinamicas de la presion intraventricular
sistolica y diastélica derecha en condiciones fisiologicas en un modelo control y un
modelo problema para corroborar la presencia de hipertension pulmonar mediante el

uso de catéter adaptado a un transductor de presion.
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8. Materiales y métodos

8.1 Modelo in vivo:

1. Se utilizaron ratas de la cepa Wistar Kyoto machos adultos de 2 meses de edad
con un peso aproximado de 200 g con corazén normal y corazones con hipertrofia
cardiaca derecha usados como controles y otros dos grupos similares
administrados cada uno con MCT.

2. Los criterios electrocardiograficos para la clasificacion de los animales de
experimentacién estuvieron basados en el voltaje del complejo QRS teniendo en

cuenta los siguientes rangos:

Tabla 1. Criterios electrocardiograficos para la clasificacion de la HVD

CLASIFICACION DE LA HIPERTROFIA QRS VOLTAIJE (mV)
VENTRICULAR DERECHA

Normal Positivo o isodifasico en DI Menor a 200 mV
Hipertrofia leve negativo 200 a 300 mV
Hipertrofia moderada negativo 300 a 500 mV
Hipertrofia severa (mayor probabilidad de IC) negativo Mayor a 500 mV

3. Las ratas fueron utilizadas de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-
Z00-1999 asi como también por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio (CICUAL)

Grupos de trabajo: La poblacion total fue de 32 ratas Wistar Kyoto divididas en 4

grupos de trabajo y con las siguientes caracteristicas al inicio del protocolo:

CTRL n =8 (corazén normal) MCT n = 8 (corazdn normal)

CTRL + HVD n = 8 (corazon con hipertrofia moderada) CARD n = 8 (corazon
con hipertrofia moderada).

48



8.2 Técnicas y procedimientos

8.2.1 Registro electrocardiografico

El voltaje de los complejos QRS para evaluacion de la hipertrofia e insuficiencia del
ventriculo derecho se obtuvo mediante electrocardiograma. Se utiliz6 un método de
deteccion no invasivo con la rata consciente mediante un sistema de 4 placas metalicas para
cada pata del animal que funcionan como electrodos conectados a un osciloscopio PicoScope,
Pico Technology® conectado a un amplificador de registro permitiendo obtener derivaciones
bipolares DI, DIl y DIII. Los registros se realizaron tomando en cuenta como derivacion
principal a DI. El sistema permite obtener el voltaje del complejo QRS, y la distancia en
milisegundos del intervalo R-R para determinacion de la FC: 1000 entre el promedio de los
intervalos R-R en milisegundos y posteriormente se multiplica por 60. El criterio para
determinar la posibilidad de insuficiencia cardiaca fue un voltaje del complejo QRS mayor a
500 mV.

8.2.2 Administracion del farmaco

Se administr6 monocrotalina (Sigma-Aldrich) por via intraperitoneal a una dosis de
60 mg/Kg a 16 ratas WK de dos meses de los grupos MCT y CARD. Se pes6 a las ratas y se
obtuvo un promedio de los pesos (200 g). Por lo que se establecié una dosis global de
aproximadamente 16 mg por cada modelo de experimentacion. Se tomaron 30 uL de HCL
para disolver el farmaco en y posteriormente se neutraliz6 la solucién con 30 puL de NaOH
usando una pipeta de 200 puLL (Eppendorf Research Plus). Se afor6 la solucion hasta llegar a

300 pL con solucidn salina (240 pL restantes).

Para los grupos control se administraron tinicamente 300 pL de solucién salina (CS PiSA)

por via intraperitoneal a cada una de los animales.

49



8.2.3 Sacrificio de los modelos de experimentacion

El sacrificio de los modelos de experimentacién se llevé a cabo a las 4 semanas
después de la administracion por medio de anestesia con pentobarbital sodico (Pisabental
presentacion de 100 ml. PiSA, 60 mg/Kg). Se realiz6 toracotomia media con ayuda de una
cama térmica (Premiere Slides Warmer XH-2002) y un ventilador para respiracion artificial
(Kent Scientific TOPO. Dual Mode Ventilator. Torrington, Connecticut, USA). Se retiro el
corazén, se peso en una balanza (A&D Company Limited). Posteriormente se monté en un
sistema Langendorff para poder retirar la sangre restante con solucion Krebs-Henseleit que
contenia: NaCl 6.9 g, KCI0.35 g, MgS0O4 0.14 g, NaHCO3 2.09 g, KH2P0O4 0.16 g, Glucosa
1.0 g, CaCl2 0.28 g y EDTA 0.1 g). Posteriormente el corazon se pes6 primero en forma
integral y después se seccionaron las cuatro cavidades para obtener el peso especificamente
del VD, al cual se le midi6 el grosor de la pared libre ventricular. Se retird adicionalmente el
pulmén e higado, los cuales se colocaron en hielo seco para preservarlos. Se obtuvo sangre
en tubos de ensayo y se centrifugd (Centrifuga Hanil Science industrial) para obtener suero

y preservarlo.

8.2.4 Histologia
8.2.4 Tincién de Golgi-Cox

La técnica de Golgi-Cox ha sido un método histoldgico de analisis para tejido
neuronal desde hace muchos afios, y a pesar de que se ha utilizado en su mayoria para el
andlisis del sistema nervioso central, existe una modificacion de la técnica donde se utiliza
cloruro de mercurio remplazando el nitrato de plata (Rosoklija et al., 2003). Esta
modificacion posteriormente ha demostrado su utilidad para el analisis morfoldgico de la
inervacion intrinseca cardiaca (Goémez Villalobos et al., 2009; Trujillo et al., 2012). Esta
técnica de impregnacién neuronal tiene su fundamento en la formacion de depdsitos obscuros
intracelulares de cromato de mercurio; producto de la reaccién de cromacién entre el
bicromato de potasio y el cloruro de mercurio. A pesar de ser una técnica de impregnacion
pan-neuronal, la impregnacion puede revelar la morfologia neuronal mostrando a las células

tefiidas de color obscuro en un campo amarillo claro, visualizando cuerpos celulares, fibras
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y ganglios intrinsecos cardiacos. Debido a su utilidad, esta técnica histoldgica utilizo en este
protocolo para el estudio del SIIC en procesos fisiopatoldgicos como la HVD e 1VD.

8.2.5 Técnica de acetilcolinesterasa en corazén por el método de Karnovsky

La acetilcolinesterasa (AChE) pertenece a un grupo de enzimas denominadas
colinesterasas, estas hidrolizan ésteres de colina presentes en el neurotransmisor acetilcolina.
Esta enzima presenta dos sitios, uno anionico que atrae por fuerzas electrostaticas al grupo
amino de la Ach y otro sitio catalitico que rompe el enlace éster formando colina y acetato.
La técnica de Karnovsky es un método histoquimico enfocado en la localizacion de AchE;
tiene su fundamento en uso del grupo éster de la acetiltiocolina como un substrato y este es
hidrolizado por la acetilcolinesterasa presente en el tejido. Cuando la tiocolina es liberada,
ésta reduce el ferricianuro a ferrocianuro el cual a su vez es precipitado por los iones de cobre
como ferrocianuro de Cu** formando un color café que se precipita en el tejido con una
impregnacion proporcional a la cantidad de AChE que se encuentre en el tejido. Este método
fue utilizado marcador de inervacion parasimpatica de forma cualitativa en tejido de VD
(Karnovsky y Roots, 1964). Adicionalmente se utiliz6 la técnica hematoxilina/eosina como
una contraticnion para favorecer la visibilidad de los nudcleos y cuerpos celulares

miocardicos.
8.2.6 Tecnica de acido glioxilico por el método de la Torre

Loa neurotransmisores derivados de monoaminas, son elementos importantes en la
funcién cardiovascular. Estos se derivan de aminoécidos como fenilalanina, tirosina y
triptofano; tienen un grupo amino que esté unido a un anillo aromético por una cadena de dos
carbonos. Ya que las catecolaminas son sustancias bioldégicamente interesantes, se han
desarrollado técnicas histologicas que permitan el analisis de estas aminas bidgenas en
diferentes tejidos, como el uso de acido glioxilico como un método para la demostracion
histoquimica de la presencia de estos compuestos (Axelsson et al., 1973). Esta técnica
continto modificandose con el objetivo de mejorarla y poder aplicarla en cortes de tejidos en

criostato (de la Torre y Surgeon, 1976). Su fundamento se basa en la ciclacion de las cadenas
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laterales de etilamina por aldehidos reactivos como el acido glioxilico produciendo
compuestos que tienen la capacidad de fluorescer bajo la iluminacion apropiada (de la torre,
1980). Por lo que se utiliz6 esta técnica para demostrar la fluorescencia de catecolaminas en

tejido de VD como un indicador cualitativo de la inervacion simpatica.

8.2.7 Cuantificacion de marcadores de inervacion por métodos colorimétricos

La colorimetria es una de las técnicas empleadas con mayor asiduidad en los
laboratorios de investigacion. Esta técnica suministra informacion cualitativa y cuantitativa
sobre sustancias en disolucion. Las técnicas se basan en la medida de la absorcion de
radiacion de la zona visible por sustancias coloreadas. En algunas ocasiones la muestra que
deseamos determinar no poseen color por si mismas; en tal caso, es preciso llevar a cabo un
desarrollo de color empleando reactivos que den lugar a sustancias coloreadas con la muestra

que interesa estudiar.

8.2.7 Cuantificacion de acetilcolinesterasa por el método de Ellman

Hoy en dia existen metodologias sofisticadas para la identificacion cuantitativa de actividad
enzimatica, incluyendo la actividad de acetilcolinesterasa (AChE) (inmunohistoquimica,
microscopia inmunoelectrdnica, técnicas de PCR, inmunoblot, ELISA, HPLC, entre otros).
Sin embargo, muchas de estas técnicas son de alto coste, 0 solo pueden ser aplicadas con
preparaciones especiales del tejido a estudiar (Cavallotti et al., 2000). A pesar de esto, existen
técnicas que desde hace afios han demostrado ser de gran utilidad en la cuantificacion de esta
enzima, como lo es el método colorimétrico de Ellman (Ellman, 1959). Esta técnica dos afios
mas tarde fue modificada por el mismo autor brindandole mas eficacia para la cuantificacion
de la actividad de AChE a través del tiempo en muestras pequefias de homogenados de tejidos
(Ellman et al., 1961). El principio de esta técnica se basa en que la tiocolina formada por la
hidrolisis enzimatica de la AChE reacciona rapidamente con un reactivo denominado DTNB
(&cido 5-5'-ditiobis-2-nitrobenzoico) liberando el compuesto 5-tio-2-nitrobenzoato, con un
caracteristico color amarillo proporcional a la actividad de la enzima. Posteriormente esta

técnica fue aplicada en plasma (Voss y Sachsse, 1970; Nostrandt, Duncan y Padilla, 1993),
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cerebro (Abdullah y Sakran, 2017) y tejidos periféricos incluyendo corazén (Leon et al.,
2003). De acuerdo con esto, esta técnica fue aplicada en este protocolo para cuantificar la
actividad de AChE en diversos tejidos como auriculas, ventriculos, pulmaén, grandes vasos y
suero con el objetivo de evaluar y analizar la inervacion parasimpatica en cada una de estas

regiones desde un punto de vista cuantitativo.

8.2.8 Determinacion de nitritos por la reaccion de Griess

El 6xido nitrico es una molécula gaseosa y un radical libre que participa en una amplia
variedad de procesos fisiologicos cardiacos (Massion et al., 2003; Sears et al., 2004; Farah et
al., 2018) y en estados patolégicos como la hipertrofia e IC (Haywood et al., 1996; Sharma
etal., 2000; Damy et al., 2004). Debido a esto, ha existido gran interés en contar con métodos
gue permitan medir facilmente la generacion de esta molécula. Una forma indirecta de medir
la produccion de NO- es mediante la cuantificacion de sus metabolitos estables: los nitritos
(NOz2). Aunque existen diferentes técnicas para su cuantificacion como PCR, Western blot y
HPLC entre otras, estas tienen la desventaja de ser poco accesibles y de alto costo. Sin
embargo, existen otras técnicas como la reaccion de Griess, que ha demostrado ser de gran
utilidad en la préctica clinica para la cuantificacién de nitritos como indicadores de la
produccion de oxido nitrico (Tsikas, 2007; Adarmes et al., 2009; Giustarini et al., 2009). Esta
reaccion se basa en la formacion de un cromdforo por la reacciéon de sulfanilamida con
nitritos de las muestras bioldgicas en medio acido, produciendo una sal de diazonio que
posteriormente reaccionara con aminas biciclicas como la N-1-(naftil) etilendiamina
dihidrocloruro formando un producto de diazonio de coloracion morada que puede ser
cuantificado por espectrofotometria a una absorbancia de 540 nm, es por eso que se decidio
aplicar esta técnica en este protocolo para cuantificar nitritos en homogenados de diversos
tejidos como auriculas, ventriculos, pulmon, suero y grandes vasos, como un indicador de la

cantidad de ON en los tejidos y la probable inervacion nitroérgica.
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8.2.9 Estudio hemodinamico
8.2.9 Presion intraventricular derecha

El equipo de medicion consta de un transductor de presion Grass P 23 X que se
conecta con un catéter umbilical de poliuretano Fr.3.5 y a un sistema de registro PicoScope,
Pico Technology® adaptado a una computadora, que una vez que censa los cambios de
presion envia la sefial de registro. EI procedimiento quirdrgico para el registro se realizard
siempre con anterior calibracion del equipo mediante la introduccién de solucion salina al
transductor de presion para limpiarlo y eliminar burbujas de aire, después mediante una llave
de 3 vias en la entrada que va conectada directamente hacia la sonda de registro intracardiaco
se conecta el tubo de insuflaciéon de un baumandmetro, al tiempo que se observa en el monitor
de la computadora un registro de la presion ejercida que debe ser igual a 0. Después se insufla
el baumanometro a 100 mm Hg y se corrobora que la linea basal mostrada se desplace en la

misma medida.

Procedimiento: una vez anestesiada la rata con pentobarbital sédico 60 mg/kg méas
500 Ul de heparina por via intraperitoneal se coloca en una cama térmica a 37 °C en posicion
supina fijando las 4 extremidades, se rasura la region toracica y se realiza una incisién medial
cervical de 3 cm de longitud en la piel y musculo del area anterior del cuello con el fin de
referir la traquea. Una vez referida la trdquea se diseca la region cervical lateral derecha y asi
encontrar y disecar la vena yugular interna derecha usando pinzas de diseccion e hisopos
humedecidos en solucion salina. Con cuidado de no manipular excesivamente el tejido para
que no colapse el vaso, y teniendo una diseccién longitudinal de aproximadamente 1 cm, la
vena yugular se liga en el extremo cefalico con seda trenzada 4 00, se pasa una segunda seda
en el extremo caudal sin realizar la ligadura, una vez realizado este proceso con ayuda de
pinzas oftalmoldgicas se sujeta el vaso y se corta en aproximadamente 1/3 de su
circunferencia con el fin de crear un orificio y poder introducir el catéter el cual va a tener
conexion mediante una llave de tres vias al transductor y otra a una jeringa con solucién
salina heparinizada. Una vez introducido el catéter este se introducira en direccion caudal
hasta llegar a la marca que nos indica el nimero 5. Cuando el catéter esté introducido se
ligara de la porcion caudal del vaso y se movera ligeramente para poder analizar los trazos

en el monitor del registro de presion. Se realizara una ligera succion en la jeringa con solucién
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salina heparinizada para confirmar que el catéter se encuentre permeable, que se corrobora
con el paso de sangre hacia el catéter. Una vez conseguidos los registros de presion se retirara
el catéter y se guardaran los datos en la computadora para posteriormente realizar el sacrificio

del animal.

A B

Fig. 8. Catéter del corazdén derecho. El catéter del corazén derecho se muestra con marcas y cinta adhesiva (A), o se sujeta con la mano
(B). El lapiz sefiala las marcas hechas en el catéter (A). Insercion del catéter (C-E): limpieza de la vena yugular derecha (C); vena
suturada sostenida con forceps, se avanza el catéter hacia un orificio previamente realizado en la vena (D); catéter después de la
insercion en la vena (E). Las flechas apuntan al catéter (D, E). Chen, 2013.
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8.3 Andlisis estadistico

Se llevo a cabo un analisis cualitativo para las técnicas histoldgicas. Los resultados se
representaron en valores absolutos con el promedio * error estandar (ES). Los datos se
analizaron por medio de una prueba ANOVA de una via con una prueba post hoc Bonferroni
para las comparaciones entre grupos con un nivel de significancia estadistica de p < 0.05.

Para la presentacion de los resultados se utilizo el programa GraphPad Prism 5.
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8.4 Diagrama de trabajo
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8.5 Bioética

Este protocolo se desarrolld con base en los principios estipulados en el Cédigo
Nuremberg y la declaracion de Helsinki, donde se establece que todos los protocolos de
experimentacion deben realizarse primero en animales siempre justificando el uso para
obtener mayor calidad de informacion que sea Util y relevante. También dicho protocolo
estuvo desarrollado en relacion con la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio de México (Norma oficial mexicana NOM-062-Z00-1999) para evitar el
sufrimiento de los animales de experimentacion y utilizar el minimo ndmero de animales

necesarios aplicando la norma de las 3R’s.
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9. Resultados

9.1 Registros electrocardiograficos

Fig. 9. Registros electrocardiograficos. Registros tipicos de electrocardiogramas registrados por la derivacion DI. El registro del
grupo CTRL (A) muestra un QRS isodifasico, con 232 mV, con tendencia a positividad, onda P visible, eje eléctrico normal y FC de
420 Ipm. El registro del grupo MCT (B) tiene un QRS negativo con 334 mV, onda P visible, eje eléctrico desviado a la derecha y FC
de 450 Ipm. El registro del grupo CTRL + HVD (C) muestra un QRS negativo de 420 mV, eje eléctrico desviado a la derecha, y FC
de 480 Ipm. El registro del grupo CARD (D) muestra un QRS negativo, de 630 mV, eje eléctrico desviado a la derecha, onda P
prominente y FC de 360 Ipm.
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9.2 Peso corporal, cardiaco y pulmonar
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Fig. 10. Peso corporal dependiente del tiempo de ratas registrado semanalmente. Peso registrado durante las semanas (0-4)
(CTRL, n = 8), ratas tratadas con monocrotalina (MCT) a 60 mg/kg de peso corporal (MCT, n = 15), ratas control con hipertrofia
ventricular derecha (CTRL + HVD n = 8) y ratas con hipertrofia ventricular derecha administradas con MCT para desarrollar
cardiomegalia (CARD n = 8). Los valores estan representados en Media + EEM. Las diferencias de peso corporal entre las ratas MCT
y CARD fueron significativamente diferentes a partir de la semana 1 y posteriormente. Se realizd una prueba ANOVA de una via con

una prueba post-hoc Bonferroni (P < 0.05).

Tabla 2. Caracteristicas generales y cardiacas de CTRL, MCT, CTRL + HVD y CARD.

CTRL MCT CTRL+HVD CARD

(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Peso corporal, g 272.3+5.15 225.5+4 54*** 267.6+5.04 224.3+1.78f****
Peso del corazon, g 0.9938+0.04 1.134+0.03 1.308+0.02 1.60420.091****
Pc/Peso corporal, mg/g 3.833+0.06 5.217+0.28 5.360+0.20 6.200+0.28
VD, mg 219.2+4.0 274.8+7.4 400.0+14.11 529.0£17 .5 ****
VDI/(VI + SIV) 0.39+0.01 0.49+0.01 0.59+0.04 0.82+0.03
VD/Peso Corporal 0.8967+0.02 1.257+0.05 1.674+0.10 2.280+0.09 -k
VD grosor, mm 2.125+0.05 2.650+0.14 2.563+0.19 4.188+0.2488****
AD, mg 57.7£3.8 67.2+1.9 68.4+1.7 140.4+16.978§***
VI, mg 555.7+23.20 555.7+14.38 669.0+18.94 643.4+13.41
Pulmén, g 1.90+0.12 2.36+0.19 1.83+0.15 2.32+0.14
Pulmén/Peso corporal, mg/g 7.42+0.44 10.73+0.72 7.27+0.52 10.59+0.81

Representacion de los valores en Media £ EEM. n, nimero de ratas por grupo. CTRL, control; MCT, monocrotalina 60 mg/kg, CTRL
+ HVD, control con hipertrofia ventricular derecha y CARD, cardiomegalia, VD, ventriculo derecho, VI, ventriculo izquierdo, SIV,
septum interventricular. Se realizé una prueba ANOVA de una via con un test post-hoc Bonferroni (P <0.05). ns P > 0.05, *P < 0.05,
**P < 0.01, ***P <0.001 y ****P <0.0001. t = vs CTRL, § = vs MCT, §§ = vs CTRL + HVD, { = vs CARD.
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Peso del corazén
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Fig. 11. Representacion gréafica de caracteristicas generales y cardiacas (1). Peso del corazén (g) en grafica superior izquierda,
diferencias significativas entre CTRL vs CTRL + HVD, CTRL + HVD vs CARD **P <0.01, MCT vs CARD y CTRL vs CARD ***P
< 0.001. Peso del VD (mg) en grafica superior derecha, diferencias significativas entre todos los grupos ***P < 0.001 y entre CTRL
vs MCT *P < 0.05. Relacion ventriculo derecho/ peso corporal (VD/PC) en grafica inferior izquierda, significancia entre todos los
grupos ***p < 0.001, MCT vs CTRL y MCT vs CTRL + HVD **P < 0.01. indice ventriculo derecho/ ventriculo izquierdo + septum
interventricular VD/(VI + SIV) en la gréfica inferior derecha con significancia entre los grupos: CTRL vs CTRL + HVD, CTRL vs
CARD, MCT vs CARD y CTRL + HVD vs CARD ***P < 0.001. Se realiz6 una prueba ANOVA de una via con un test post-hoc

Bonferroni. ns P> 0.05, *P <0.05, **P <0.01, ***P <0.001.
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Grosor ventricular derecho
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Peso ventricular izquierdo

Fig. 12. Representacion gréafica de caracteristicas generales y cardiacas (2). Grosor del VD (mm) en grafica superior izquierda con
diferencias significativas en todos los grupos ***P < 0.001 a excepcion de los sefialados (ns). Peso del VI (mg) grafica superior derecha,
con diferencias significativas entre CTRL vs CARD y MCT vs CARD *P < 0.05, y entre CTRL vs CTRL + HVD y MCT vs CTRL +
HVD **P < 0.01. Peso pulmonar (g) en grafica inferior izquierda (ns). indice peso pulmonar g/peso corporal (PC) (g) grafica inferior
derecha con diferencias significativas entre CTRL vs MCT, MCT vs CTRL + HVD, CTRL + HDV vs CARD **P <0.01 y CTRL vs
CARD * P <0.05. Se realiz6 una prueba ANOVA de una via con un test post-hoc Bonferroni (P < 0.05).
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9.3 Analisis cualitativo macroscopico
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Fig. 13. Remodelacion estructural e incremento macroscopico en las dimensiones cardiacas. Representacion macroscopica del
incremento en el tamario de corazones en vista anterior (A-D) y posterior (E-H) de los grupos CTRL (A, E), MCT (B, F), CTRL +
HVD (C, G) y CARD (D, H). Las lineas verticales debajo de cada imagen indican la escala en milimetros (mm). Nétese el incremento
reciproco en el tamafio auricular (*).
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Fig. 14. Dilatacion del tracto de entrada ventricular derecho (TEVD). Representacién en vista posterior cardiaca de un
corazén CTRL (izquierda) vs CARD (derecha). La flecha () indica la presencia de dilatacion severa en la regién del seno o
tracto de entrada del ventriculo derecho (TEVD) presente en el grupo de corazones compatibles con cardiomegalia.
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Fig. 15. Representacion macroscdpica del grosor de cavidades en corte transversal desde una vista superior. CTRL (A), MCT
(B), CTRL + HVD (C) y CARD (D). Los asteriscos (*) indican la ubicacién del VD posicionado a la derecha de cada corte seguido
por el septum interventricular (SIV) y ventriculo izquierdo (V1). Se muestra el VD visiblemente engrosado de forma gradual CTRL >

MCT = CTRL + HVD - CARD, ademas de la clara dilatacion de la cavidad ventricular.
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9.4 Analisis morfométrico de laminillas por el método Golgi-Cox

Densidad ganglionar
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Fig. 16. Analisis morfométrico de densidad ganglionar miocardica. Densidad ganglionar en miocardio por microscopia 6ptica 4X.
Los ganglios se analizaron en relacion al nimero de ganglios por unidad de &rea (mm2). Se realiz6 una prueba ANOVA de una via con
prueba post-hoc Bonferroni (P <0.05). * P <0.05 CTRL vs CARD. n = 4 en cada grupo.
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Fig. 17 Analisis morfométrico del nimero de fibras en miocardio y endocardio. Nimero de fibras en miocardio (Izquierda) con
diferencias significativas entre CTRL vs MCT, CTRL vs CARD **P < 0.01 y CTRL vs CTRL + HVD *P < 0.05, y endocardio
(derecha) con diferencias significativas entre CTRL vs MCT y CTRL vs CARD. Las fibras se analizaron por conteo en cada ganglio
de cada grupo. Se realiz6 una prueba ANOVA de una via seguida de una prueba post-hoc Bonferroni (P <0.05). n = 4 en cada grupo.
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Diametro ganglionar miocardico mayor Diametro ganglionar endocardico mayor
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Fig. 18. Diametro ganglionar miocardico-endocardico mayor y menor Determinacion del diametro ganglionar por microscopia
oOptica en micrémetros (um) en el eje longitudinal mayor (graficos superiores) y menor (gréficos inferiores). Didmetro transversal
menor de miocardio (izquierda) y endocardio (derecha). Se realiz6 una prueba ANOVA de una via con una prueba post-hoc Bonferroni
(P <0.05). *Diferencia significativa en didametro mayor miocardico CTRL vs CARD **P < 0.01 y endocardico mayor CTRL vs MCT,
CTRL vs CARD ***P < 0.001, CTRL vs CTRL + HDV **P < 0.01. Diferencias significativas en el didmetro endocardico menor
CTRL vs CTRL + HVD y CTRL vs CARD **P < 0.01. n = 4 en cada grupo.



9.5 Fotomicrografias por la técnica de Golgi-Cox

Grupo: CTRL

Fig. 19. Fotomicrografias de tejidos procesados por la técnica de Golgi-Cox del grupo CTRL. Imagen que muestra la densidad
y distribucién ganglionar aproximada en la regién media del miocardio de VD 4X (A). Fotomicrografia de la distribucién y densidad
ganglionar aproximada en endocardio de VD 10X (B). Ganglios en miocardio (C), (D) y (E), y en endocardio de VD (F) 40X.
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Grupo: MCT

Fig. 20. Fotomicrografias de tejidos procesados por la técnica de Golgi-Cox del grupo MCT. Imagen que muestra la densidad y
distribucion ganglionar aproximada en la regién media del miocardio de VD 4X (A), 10X (C). Representacion de ganglios en el
endocardio de VD (B) y (E) y en miocardio (D) y (F) 40X.
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Grupo: CTRL+HVD

Fig. 21. Fotomicrografias de tejidos procesados por la técnica de Golgi-Cox del grupo CTRL+HVD. Imagen que muestra la
densidad y distribucién ganglionar aproximada en la region media del miocardio de VD 10X (A) y (C). Distribucién ganglionar en
endocardio de VD (B) y (F) 10X. Ganglios representativos en miocardio de VD (D) y (E) 40X.
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Gupo: CARD

Fig. 22. Fotomicrografias de tejidos procesados por la técnica de Golgi-Cox del grupo CARD. Fotomicrografias de distribucion
y densidad ganglionar aproximada de la regiéon media del miocardio de VD (A) 10X, endocardio (B) 10X y subepicardio (E) 10X.
Ganglios representativos en endocardio de VD (C) 40X y miocardio (D) y (F) 40X.
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9.6 Analisis cualitativo de fluorescencia por la técnica de acido glioxilico

Grupo: CTRL

Fig. 23. Fotomicrografias de microscopia de fluorescencia de tejidos procesados por la técnica de acido glioxilico grupo CTRL.
Miocardio de VD zona media 4X (A), Miocardio zona media 10X (B), miocardio zona basal 4X (C) y Zoom (D). Endocardio zona
basal (E) y zona media (F), 10X. Las flechas indican la presencia de fibras simpaticas positivas para el marcaje de catecolaminas. El
asterisco (*) indica el marcaje de un vaso sanguineo.
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Grupo: MCT
=)

Fig. 24. Fotomicrografias de microscopia de fluorescencia de tejidos procesados por la técnica de acido glioxilico grupo MCT.
Miocardio del VD zona basal 4X (A), Miocardio zona lateral 10X y vaso sanguineo (flecha) (B), miocardio zona basal 4X (C), endocardio
zona basal (E) y zona apical (F), 4X. Las flechas indican la presencia de fibras simpéticas positivas para el marcaje de catecolaminas. Es
notoria la disminucion en el marcaje de coloracion en verde en comparacion al grupo CTRL.
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Grupo: CTRL+HVD
)

Fig. 25. Fotomicrografias de microscopia de fluorescencia de tejidos procesados por la técnica de acido glioxilico grupo
CTRL+HVDR. Miocardio del VD zona lateral 4X (A), Miocardio zona media 10X (B), miocardio zona basal 4X (C), endocardio zona
basal (D), zona apical (E), y zona lateral (F) 10X. Las flechas indican la presencia de fibras simpaticas positivas para el marcaje de
catecolaminas. El marcaje es evidentemente mayor con respecto al grupo MCT, pero menor en relacion con el grupo CTRL.
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Grupo: CARD
=)

Fig. 26. Fotomicrografias de microscopia de fluorescencia de tejidos procesados por la técnica de acido glioxilico grupo CARD.
Miocardio de VD zona basal 4X (A), y 10X (B), miocardio zona media 4X (C), endocardio zona basal (D), zona medio-apical 4X (E), y
10X (F). No se encontraron similitudes en el anélisis de fibras simpaticas con respecto al resto de los grupos. El marcaje en fibras y en
coloracion es evidentemente menor con respecto al grupo MCT, CTRL y CTRL + HVD.
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9.7 Tincion de acetilcolinesterasa por el método de Karnovsky

Fig. 27. Iméagenes representativas de la técnica de AchE en tejido cardiaco. Imagenes representativas que muestran una vista
similar a la impregnacién que se produce en tejido cardiaco por la técnica de acetilcolinesterasa utilizada para este protocolo. Las
fotomicrografias muestran tejidos ventriculares procesados por la técnica de Karnovsky modificada. La imagen superior representa un
corte del grupo CTRL y la imagen inferior pertenece a un grupo de insuficiencia cardiaca inducida por Adriamicina (Xu et al., 2006).
En los resultados de los tejidos de VD no hubo diferencias significativas en la impregnacion por anélisis cualitativo, sin embargo,
debido a la pandemia por el COVID-19, no fue posible tener acceso a dichas fotomicrografias para demostrarlo.
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9.8 Cuantificacion de acetilcolinesterasa por el método de Ellman
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Fig. 27. Cuantificacion de AChE por el método de Ellman 1. Analisis de acetilcolinesterasa en homogenados de tejido en los grupos
CTRL, MCT, CTRL + HVD y CARD. Se realiz6 una prueba ANOVA de una via con una prueba post-hoc Bonferroni (P <0.05). Auricula
Derecha: Se encontraron diferencias significativas entre CTRL vs CTRL + HVD y CTRL vs CARD **P < 0.01. MCT vs CTRL + HVD
y MCT vs CARD ***P <0.001. Ventriculo Derecho: Diferencias significativas en CTRL vs CARD y MCT vs CARD **P <0.01. CTRL
vs CTRL + HVD * P <0.05. Pulmén: CTRL vs CTRL + HVD * P <0.05. No hubo diferencias significativas en la cuantificacion de arteria
pulmonar.

76



Auricula izquierda Ventriculo izquierdo
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Fig. 28. Cuantificacion de AChE por el método de Ellman 2. Analisis de acetilcolinesterasa en homogenados de tejido en los grupos
CTRL, MCT, CTRL + HVD y CARD. Se realiz6 una prueba ANOVA de una via con una prueba post-hoc Bonferroni (P <0.05). Auricula
Izquierda: CTRL vs CTRL + HVD * P <0.05y CTRL vs CARD **P < 0.01. Ventriculo Izquierdo: Valores significativos en la mayoria
de los grupos, CTRL vs CTRL + HVD, CTRL vs CARD, MCT vs CTRL + HVD y MCT vs CARD ***P < 0.001. Arteria Aorta:
Diferencias significativas entre CTRL vs MCT, CTRL vs CTRL + HVD, MCT vs CARD y CTRL + HVD vs CARD ***P < 0.001. *En
cuanto a la cuantificacion en suero, se encontraron diferencias significativas en todas las comparaciones entre grupos ***P < 0.001.
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9.9 Cuantificacion de NO2 por la reaccion de Griess
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Fig. 29. Cuantificacion de nitritos (NO2) por la reaccion de Griess 1. Analisis nitritos en homogenados de diferentes tejidos en los

grupos CTRL, MCT, CTRL + HVD y CARD. Se realizé una prueba ANOVA de una via con una prueba post-hoc Bonferroni P <0.05. Se

encontraron diferencias significativas en VD: CTRL vs CARD **P < 0.01 y Pulmén: entre los grupos CTRL vs MCT *P < 0.05.
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Fig. 30. Cuantificacion de nitritos (NO2) por la reaccion de Griess 2. Analisis nitritos en homogenados de diferentes tejidos en los
grupos CTRL, MCT, CTRL + HVD y CARD. Se realiz6 una prueba ANOVA de una via con una prueba post-hoc Bonferroni (P < 0.05).
Se encontraron diferencias significativas en ventriculo izquierdo entre los grupos CTRL vs CARD **P < 0.01. También se encontrd
diferencia en suero entre los grupos CTRL vs CARD, CTRL + HVD vs CARD **P <0.01 y MCT vs CARD ***P < 0.001.
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9.10 Presion intraventricular derecha
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Fig. 31. Registro de presion intraventricular derecha. Imagen representativa de un registro tipico de presion intraventricular derecha
en rata con valores normales (25mmHg) (A) (Deten, Millar y Zimmer, 2003). Imagen representativa de un registro control con
25mmHg (superior) en comparacion con un registro problema con 60mmHg (inferior) en ratas administradas con MCT (B) (Yin et
al., 2017). Registro de presion intraventricular derecha para el protocolo actual en rata Wistar Kyoto macho con HP que evidencia el
incremento en la presion del ventriculo derecho con un promedio aproximado de 60mmHg (C). *El registro CTRL de presion
intraventricular derecha fue representado solo como un ejemplo de otros reportes que han desarrollado la técnica, ya que no fue posible
tener acceso a los registros recabados para este protocolo debido a la pandemia del COVID-19.
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10. Discusion

La hipertrofia cardiaca representa una respuesta adaptativa o compensatoria en

situaciones de sobrecarga de presion, que a su vez puede evolucionar a insuficiencia cardiaca.
Los mecanismos fisiopatologicos de este cambio repentino con un enfoque al ventriculo
derecho aun no son bien conocidos, aunque un gran nimero de investigaciones han
demostrado que la inervacion puede estar jugando un papel muy importante en el proceso.
El modelo utilizado en el presente estudio tiene varias ventajas en la investigacion
cardiovascular como los son: 1. La hipertensién pulmonar puede desarrollarse en los modelos
a través de una Unica inyeccion de MCT vy esta puede ajustarse a la edad y el peso de los
modelos de experimentacion
2. La hipertrofia e IC se desarrollaran inicial y predominantemente en el VD lo que supone
una ventaja a la hora de enfocar un estudio a esa cavidad.
3. Las modificaciones estructurales y funcionales del VD se desarrollaran de forma indirecta,
por lo que no existen reportes de que el farmaco esté afectando directamente el tejido
ventricular y pueda producir dafio celular o modificaciones que alteren los resultados, sino
que lo hace de manera indirecta a traves del aumento en la presion arterial pulmonar.

Este estudio estuvo enfocado en caracterizar las alteraciones de la inervacion
intrinseca en el ventriculo derecho en la hipertrofia y en la insuficiencia cardiaca mediante la
administracion de MCT a cada uno de los grupos con su respectivo control, por lo que esta
fue otra ventaja que nos facilito el analisis y evaluacion de los cambios y remodelacion del
SIIC de forma gradual conforme evoluciona el proceso fisiopatoldgico hacia el fallo cardiaco.

La presencia de hipertrofia e insuficiencia cardiaca se confirmé con pardmetros como
la pérdida progresiva de peso corporal, incremento en el peso del corazédn, peso pulmonar
(Hessel et al., 2006; Yamada et al., 1991), ademas de las alteraciones especificas de mayor
interés a nivel ventricular derecho como el peso, grosor, incremento en la presion
intraventricular, presencia de hipertrofia y de dilatacidén que se correlacionan con resultados
previamente reportados por diversas investigaciones (Hardziyenka et al., 2011; Ishikawa,
Berson y Pipberger, 1971; Hessel et al., 2006; Yamada et al., 1991). Interesantemente, se
encontré un incremento sucesivo en el tamafio y peso auricular derecho, siendo este uno de

los indicadores tipicos de disfuncién ventricular derecha (Gaynor et al., 2005), en cambio,
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para el VI los pesos se mantuvieron relativamente constantes y fue hasta la Gltima etapa en
el grupo con cardiomegalia que las modificaciones en el grosor del VI empezaron a ser
visibles, lo que podria significar que las afectaciones al VD durante la presencia de
cardiomegalia, podrian estar alterando la morfologia y funcidon ventricular izquierda
generando hipertrofia y en algin momento también tener la posibilidad de culminar en IC
por mecanismos de interdependencia ventricular (Naeije y Badagliacca, 2017).

De acuerdo con el analisis cuantitativo de la técnica de Golgi Cox, no hubo una
disminucion significativa en la densidad de ganglios por mm? si no hasta la etapa mas severa
de dafio cardiaco (cardiomegalia), sin embargo, en el caso de la cuantificacion del niumero
de fibras fue evidente la reduccion de fibras en los grupos con alteraciones cardiacas con
respecto al control, de igual manera con mayor efecto en el grupo con cardiomegalia. Con
base en el andlisis del diametro ganglionar miocardico mayor y menor, los resultados
demuestran que el impacto del estimulo nocivo no tiene repercusion significativa en el
didmetro ganglionar mayor a excepcion del grupo con cardiomegalia. Por otro lado, en el
analisis de didmetros ganglionares endocardicos, estos reflejan un dafio con mayor
significancia en los diferentes grupos con respecto al control, lo que podria indicar que el
estimulo de sobrecarga de presion en VD impacta con mayor intensidad en el endocardio y
subendocardio, a diferencia de otras areas tal y como fue demostrado por Trujillo, en 2012 y
Mihlfeld et al., en 2004. Creemos que esto pudo deberse a que, en condiciones normales, el
endocardio ventricular derecho cuenta con un mayor nimero de musculos papilares y
trabeculas musculares proyectadas hacia el interior de la cavidad a diferencia de las otras
camaras cardiacas (Ho y Nihoyannopoulos, 2006) y, por consiguiente, debe contar con un
mayor namero de superficie endocardica. Ahora, sabiendo que los plexos ventriculares
corren por el epicardio para después penetrar y distribuirse con una configuracién
endocardica (Cho et al., 2019), se sabe que también las fibras van disminuyendo su grosor
hasta volverse muy delgadas conforme avanza su trayecto (Pauziene et al., 2016), esto podria
significar que la naturaleza de la inervacion endocardica del VD podria tener un mayor
impacto o ser mas susceptible a sufrir dafios y alteraciones en condiciones de sobrecarga de

presion a diferencia del miocardio.

Muchas investigaciones se han enfocado en utilizar otras técnicas para realizar la

caracterizacion de ganglios intracardiacos a nivel ventricular, aplicando técnicas de
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inmunohistoquimica o inmunofluorescencia para marcadores neuronales como PGP 9.5,
sustancia P, nNOS, TH, CHAT, CGRP, proteina S100, VIP, NPY, entre otros (Rysevaite et
al., 2011; Pauziene et al., 2016; Brack et al., 2007; Hoover et al., 2009; Parsons et al., 2006;
Kwang Ho et al.,, 2019), sin embargo, estas técnicas tienen la desventaja de ser mas
sofisticadas y de alto costo. A pesar de ello, ya se ha demostrado la utilidad del método Golgi-
Cox en la caracterizacion de la inervacion intrinseca cardiaca en todas las cdmaras del
corazén (Gomez et al., 2009), donde se explica la posibilidad de analizar ganglios
intracardiacos ademas de caracterizacion de tipos de fibras. Otro dato que corrobora estos
hallazgos fue un estudio previo en el laboratorio de fisiologia cardiovascular, donde se
desarroll6 un estudio basado en la remodelacién de la inervacién cardiaca en la hipertrofia a
la tercera semana después de haber administrado MCT a una dosis de 60mg/kg en ratas
Sprague Dawley, y se concluyd que existe una evidente disminucién tanto en el nimero
ganglionar como en el diametro mayor y menor del VD (Trujillo, 2012). Con base a los
resultados obtenidos en este trabajo, es posible que sean varios los mecanismos responsables
de la hipoinervacion originada como isquemia, estrés mecanico, sobre estimulacion
adrenérgica (Muhlfeld et al., en 2004) activacion del eje RAAS (Tomaselli y Zipes, 2004) y
apoptosis (Bing, 1994).

En relacién a los estudios histoldgicos de la inervacién simpatica ventricular derecha
por la técnica de acido glioxilico, se encontré una disminucion en el marcaje de fibras en los
grupos con hipertrofia y ain méas acentuada en el grupo de cardiomegalia, que nos demuestra
las diferentes alteraciones en estas dos condiciones. Dentro de los mecanismos
fisiopatologicos que acomparian a la evolucion de la IC estd ampliamente reportada la
excesiva actividad simpatica pero disminucion en las fibras de la misma naturaleza, ademas
de la activacién del eje renina-angiotensina-aldosterona (Zhang y Anderson, 2014;
Rutenberg y Spann, 1973; Hartupee y Mann, 2017; Muhlfeld et al., 2010; Lourenco et al.,
2006), que inicialmente podria traducirse como un mecanismo compensatorio, pero
posteriormente representa un efecto deletéreo en la progresion de la enfermedad. El hecho
de que las modificaciones en la inervacién simpatica difieran de una condicién de hipertrofia
en comparacion con la IC, hace mas evidente que estas alteraciones son dependientes del
tiempo en relacion a la evolucion, sin embargo, ademas de esta alteracion existen diferentes

indicadores relacionados con modificaciones simpaticas como lo es la regulacion a la baja de
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los receptores beta adrenérgicos en la hipertrofia derecha inducida por MCT (Ishikawa et al.,
1991) y desensibilizacion de estos (Hartupee y Mann, 2017), disminucion en la recaptura de
noradrenalina (Leineweber, Seyfarth y Brodde 2000), incremento en la expresion de genes
para la enzima convertidora de angiotensina, péptido natriurético cerebral y ET-1 (Lourenco
et al., 2006), disminucién en la VFC y alteraciones en la sensibilidad barorrefleja (Florea y
Cohn, 2014).

En 1993, Himura et al, demostraron los cambios en la inervacion simpatica cardiaca
en modelos caninos de insuficiencia cardiaca derecha mediante avulsion de la vélvula
tricuspide utilizando la técnica de acido glioxilico e inmunocitoquimica para TH, donde
concluyeron que, mediante las dos técnicas, los perfiles catecolaminérgicos cardiacos se
encuentran reducidos. A pesar de que una de las limitaciones del presente estudio fue el
enfocarse Unicamente a la cuantificacién de marcadores parasimpaticos, esto nos remarca la
importancia de aplicar técnicas para la cuantificacion de marcadores simpaticos en VD que
podrian implementarse a futuro en este proyecto para confirmar los resultados obtenidos
(Himura et al., 1993).

Desde hace décadas, se ha determinado que en la insuficiencia cardiaca existe una
condicion de hiperexcitacion neurohumoral caracterizada por activacion del sistema nervioso
simpatico y el eje renina angiotensina aldosterona (Floras, 1993), sin embargo, la
investigacion a nivel basico y clinico se ha orientado con una mayor inclinacién al area
simpatica. Ya que el sistema nervioso simpatico actla en conjunto con el parasimpatico,
también es necesario resaltar la importancia de este Gltimo con el objetivo de aportar
informacion para nuevas estrategias de tratamiento o nuevos blancos terapéuticos como la
estimulacion del nervio vago para aumentar el tono parasimpatico (Olshansky et al., 2008).
En relacion a nuestros hallazgos con respecto a la cuantificacion de AChE como marcador
parasimpatico indirecto, esta es la primera vez que se logra demostrar la utilidad del método
de Ellman como técnica colorimétrica para la cuantificacion de acetilcolinesterasa en
multiples tejidos de la via circulatoria en serie:
AD>VD>AP>Pulmén>Al>VI>Aorta>Suero, ademas de que caracterizamos los cambios
cuantitativos desde una etapa normal (CTRL), en la hipertrofia sin administracion del
farmaco (CTRL + HVD), en la hipertrofia inducida por MCT, y en un modelo de

cardiomegalia compatible con insuficiencia cardiaca en cada uno de ellos.
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Por medio de la técnica colorimétrica utilizada logramos corroborar la disminucion,
disfuncion y atenuacion parasimpética de VD en la hipertrofia e IC que se ha visto en
investigaciones previas (Yamada el al., 1991; Machado et al., 2000; Sanyal et al., 2012;
Mihlfeld et al., 2013; Binkley et al., 1991), asi como también el incremento a nivel
circulatorio (Olshansky et al., 2008). Esto nos confirma las diferencias planteadas
hipotéticamente, que los cambios en la inervacion ventricular derecha en el proceso de
evolucion hacia IC adquieren un caracter dependiente del tiempo, en relacién a diferentes
etapas en las que se encuentre el padecimiento de esta condicion. En relacion al incremento
significativo en la auricula derecha en el grupo MCT también representado por Yamada et
al., en 1991, este puede deberse a la gran cantidad de inervacion intrinseca propia de la
camara (Lee et al., 2018; Shenton et al., 2020) y al impacto del dafio directo primero en el
VD y posteriormente en la AD, lo que representa una posibilidad de que esta cAmara auricular
se haya encontrado en una fase de menor dafio caracterizada por hiperinervacion y posterior
hipoinervacion en el grupo CARD. Para el caso del VI este no presentd cambios
significativos sino hasta la etapa mas avanzada (CARD), lo que podemos enlazar con los
resultados obtenidos macroscopicamente, los cuales tuvieron un comportamiento similar.
Curiosamente un fenémeno observado fue una disminucion descendente en las cantidades de
AChE también a nivel auricular izquierdo. Ya que en el analisis reflejo la remodelacion
parasimpatica como una disminucion escalonada del marcador utilizado, podemaos establecer
que: El grado de alteracion en la inervacién parasimpatica es proporcional a la severidad del
estimulo que se esté presentando, por lo que a mayor tiempo de evolucion, mayor hipertrofia,
y mayor sobrecarga de presion en el VD, mayor va a ser el grado de disminucion y disfuncién
de la inervacion intrinseca parasimpatica del VD, asi como también, mayor va a ser el
compromiso de la integridad de las otras cavidades. A pesar de que en este proyecto se
observo una disminucién en la cuantificacion de AChE de VD, trabajos previos desarrollados
en el laboratorio de fisiologia cardiovascular se ha observado un incremento en el marcaje
de VD aplicando la técnica histologica de AchE por el método de Karnovsky (Trujillo, 2012).
Esto puede a la diferente cepa del modelo animal utilizado para dicho protocolo.

Existe evidencia de que el tejido pulmonar se encuentra inervado por fibras
simpaticas y parasimpaticas, y que estas Ultimas inervan la membrana muscular que rodea el

epitelio de los bronquios y el parénquima pulmonar (Wojtarowicz, Podlasz y Czaja, 2003).
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En relacion a los resultados que nos indicaron una disminucion de AChE a nivel pulmonar,
sabemos que el modelo de hipertension arterial pulmonar inducida por MCT presenta una
gran diversidad de alteraciones en las estructuras vasculares pulmonares que tienden a estar
muy inervadas, como: obliteracion de arteriolas, disfuncion endotelial, hipertrofia de la capa
media, engrosamiento Yy fibrosis de la adventicia (Bogaard et al., 2010; Piao, Marsboom y
Archer, 2010; Okumura et al., 2015; Schermuly et al., 2004), culminando en fibrosis
intersticial pulmonar (Hayashi et al., 1995) y arteritis pulmonar necrotizante (Wilson et al.,
1992), entre otros. Por lo que la presencia de fibrosis, inflamacion y disminucion en el
didmetro de la luz vascular pueden producir limitacion en el flujo sanguineo hacia el tejido
pulmonar, disminuyendo el aporte de substratos y oxigeno para las fibras nerviosas
perivasculares, y debido a la gran susceptibilidad de estas a la isquemia e hipoxia, esto
promoveria que culminen en dafio y degeneracion. Adicionalmente, el analisis realizado
reflejo la presencia de una mayor cantidad de AChE en las camaras cardiacas derechas (AD
y VD) en comparacion con pulmén y arteria pulmonar, lo que podria traducirse en una

heterogeneidad de inervacion colinérgica en estas diferentes regiones.

El Oxido nitrico tiene una gran diversidad de acciones en diversos procesos
fisioldgicos y fisiopatologicos del sistema cardiovascular. Es sintetizado por 3 diferentes
isoformas de sintasas de NO que han sido identificadas como neuronal (nNOS) y la endotelial
(eNOS) las cuales son reguladas por Ca®* y expresadas no solo en tejido nervioso y endotelial
respectivamente, sino también en muchos otros tipos de células. La isoforma adicional es de
naturaleza inducible (iNOS) y esta puede ser expresada por diferentes tipos celulares
mediante ciertos estimulos especificos (Shah y MacCarthy, 2000). La 6xido nitrico sintasa
neuronal (nNOS) es la principal fuente enddgena de 6xido nitrico miocardico (NO), que
facilita la relajacion miocardica y modula la contraccion, ademas de regular el Ca?*
intracelular, las vias de sefializacion y la homeostasis oxidativa, sin embargo, la isoforma
neuronal e inducible, incrementan su expresion desde las fases tempranas de estimulos
patogénicos y desempefian un papel fundamental en el intento por brindar proteccion al
miocardio durante un aumento del estrés oxidativo, disfuncion sistdlica / diastolica,

adversidades de remodelacion estructural y fallo cardiaco (Zhang et al., 2014).
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Es importante destacar que la expresion y actividad de la nNOS e iINOS aumenta en
el miocardio de un corazén enfermo donde hay presencia de inflamacion, como en la lesién
por isquemia-reperfusion (Hu et al., 2006; Aragon et al., 2011), hipertrofia e insuficiencia
cardiaca (Vejlstrup., et al 1998; Damy et al., 2003, 2004; Niu et al., 2012; Carnicer et al.,
2013), ademas de aumento de su expresion en tejido pulmonar de las isoformas neuronal y
endotelial en roedores con hipertensién pulmonar (Fagan et al., 2001). La cuantificacion de
nitritos en homogenados de tejidos (AD>VD>AP>Pul>Al>VI>Aorta>Suero) por la
reaccion de Griess, reflejo un incremento en VD, VI, y suero, mas acentuada en el grupo con
cardiomegalia y en pulmon para el grupo con MCT, lo que se correlaciona con los resultados
obtenidos por los investigadores mencionados anteriormente. Sin embargo, en vasos
sanguineos y auricula no se encontraron cambios significativos posiblemente por la menor
cantidad de tejido que tienen estas estructuras, la sensibilidad de la reaccion o errores
técnicos, por lo que sugerimos volver a reproducir estos andlisis para establecer resultados

con mayor seguridad.
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11. Conclusiones

1. Las alteraciones generadas en el VD en presencia de cardiomegalia pueden llegar
a afectar la integridad del VI.

2. El analisis morfométrico por la técnica de Golgi Cox demostré que la densidad y
presencia tanto de ganglios como de fibras de la inervacion intrinseca del VD
disminuyen en etapas severas de dafio ventricular derecho.

3. El dafio a las estructuras de la inervacion intrinseca cardiaca demostro ser de
mayor severidad en el endocardio en el andlisis de didmetros ganglionares,
posiblemente debido sobrecarga de presién y a la mayor area de superficie
endocardica con la que cuenta la camara ventricular derecha.

4. La hipoinervacion en la hipertrofia e IC puede deberse a una gran variedad de
mecanismos como: estrés mecanico, isquemia, sobre estimulacion neurohumoral
0 apoptosis.

5. En cuanto al anélisis cualitativo de la inervacion simpética por la técnica de acido
glioxilico, se observaron cambios asociados a una reduccion de la fluorescencia,
lo que sugiere una disminucion en el contenido de adrenalina y noradrenalina en
el VD.

6. El método de Ellman es de gran utilidad para la evaluacién de la actividad de
AchE en diferentes tejidos que involucran al sistema cardiovascular, demostrando
posiblemente la heterogeneidad en la inervacidn parasimpatica presente en estas
diferentes regiones.

7. La remodelacion de la inervacion parasimpatica es diferente durante la fase de
hipertrofia y durante la presencia de IC, ademas de ser proporcional a la severidad
del estimulo que la genera, por lo que, a mayor tiempo de evolucion del proceso
fisiopatoldgico, mayor es el grado de disminucion y disfuncion de la inervacién
intrinseca parasimpatica del VD.

8. Enel modelo de cardiomegalia, el analisis de los tejidos demostrd un incremento
de nitritos en VD, V1 y suero, lo que podria deberse al aumento en la expresién

de la isoforma inducible de la sintasa de 6xido nitrico (iNOS) en la IC.
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En el presente estudio, probamos la hipdtesis de que la progresion de la hipertrofia a
insuficiencia cardiaca se acompafia de cambios en la inervacion cardiaca. En conclusion, este
estudio proporciona evidencia morfoldgica cualitativa y cuantitativa para la reduccion
deletérea de la inervacion cardiaca en la HVD inducida por monocrotalina. Sugerimos que la
disminucion de la densidad de las fibras nerviosas es tiempo-dependiente durante el proceso
fisiopatologico y puede contribuir a la descompensacion y remodelacion ventricular adversa
y al aumento del potencial arritmogénico letal en el proceso de hipertrofia e 1C. Nuestros
datos corroboran una clara correlacion existente entre el grado de severidad y evolucion de
la hipertrofia e insuficiencia cardiaca y la remodelacion de la inervacion intrinseca
ventricular derecha que puede traducirse en una disminucion en la inervacion a nivel
histolégico de forma cuantitativa por la técnica de Golgi-Cox, cualitativa por Acido
Glioxilico y AChE y por cuantificacion de AChE como marcador de inervacion
parasimpdtica. Debido a los resultados obtenidos, sugerimos que la remodelacion
parasimpatica y la liberacion de otros factores podria estar alterada también en otros tejidos
como lo son las auriculas, VI, pulmén y grandes vasos, por lo que se propone continuar con
esfuerzos significativos en la investigacion en relacion con estos hallazgos y asi poder
proporcionar nuevos planteamientos sobre el proceso de remodelacién de la inervacion

intrinseca cardiaca y como este participa en la progresion de este sindrome clinico.
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12. Anexos

12.1 Técnica de Golgi Cox

Los corazones destinados para esta técnica fueron desmontados y sumergidos
inmediatamente en solucion Golgi Cox compuesta por dicromato de potasio al 5 %, cloruro
de mercurio al 5 %, agua destilada y cromato de potasio al 5 % durante un periodo de 4
semanas en total oscuridad, Ilevando a cabo recambios de la solucién semanalmente.
Retirados de la solucion los corazones fueron sumergidos en una solucién de sacarosa al 30
% por un periodo de 3-4 dias con el fin de proporcionar mayor firmeza a los tejidos y asi
poder facilitar la obtencion de cortes. Posteriormente con ayuda de un vibratomo (Cambdem
instrument, MA752, Leicester, UK) se obtuvieron cortes longitudinales de los corazones de
200 pum tratando de observar en ellos ambas cavidades con sus respectivas 3 capas
histoldgicas (epicardio, miocardio y endocardio) asi como también su separacion a través del
septum interventricular. Finalmente, los cortes fueron montados en laminillas cubiertas con

gelatina microbioldgica para ser reveladas mediante la técnica:

Enjuague en agua destilada por 5 min.

Sumergir en Hidroxido de amonio (NH4OH) 30 min.

Enjuague en agua destilada por 5 min.

Sumergir en Fijador fotografico (Kodak Cat 197, 1746) 30 min.

Enjuague en agua destilada por 5 min.

Deshidratar en Alcoholes 70 % 95 % 100 %: 1 min, 1 min, 10 min respectivamente.
Sumergir en Xilol 15 min.

Cubrir con resina liquida.

© 0 N o g bk~ 0w DR

Dejar secar al aire evitando el contacto con la luz.

Analisis Morfometrico: Los ganglios y células cardiacas impregnadas por la técnica de
Golgi-Cox fueron facilmente identificados por las siguientes caracteristicas:

1. Impregnacién completa del ganglio o célula nerviosa en el tejido cardiaco

2. Localizacion y tamario del ganglio y cuerpo celular
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3. Presencia de al menos dos prolongaciones citoplasmaticas y que cada una de estas se
ramifiquen al menos 1 vez

4. Ningun cambio morfoldgico atribuible a la técnica Golgi-Cox (Gémez et al., 2009).

Cuando el soma tiene un tamafio menor a 30 um ya sea en el eje largo o corto se
considera como un ganglio y cuando sea menor se considera como una célula cardiaca
aislada. Se analizo el miocardio y endocardio en la porcion medial del VD obteniendo 10
ganglios correspondientes a cada area. Los ganglios fueron analizados mediante una cdmara
lucida adaptada a un microscopio de luz (Leica DME) y un software (Leica Application Suite
V3.8) que nos permiten realizar el estudio de una forma manual y digital; manualmente
mediante dibujos en papel y midiendo diametro mayor y didmetro menor con una regla.
También se determind la densidad ganglionar por mm cuadrado por cada corazon dibujando

ganglios a una escala de un recuadro de 14x14 cm.

12.2 Tincidn de aceltilcolinesterasa por el método de Karnovsky

Materiales:

1. Laminillas de tejido fresco no fijado y cortes de 15-20 micras.
2. Solucion Karnovsky

REACTIVOS SOLUCIONES STOCK Para preparar 10 ml agregar:
1. Acetiltiocolina 5 mg por cada 10 ml de solucién a
preparar
2. Buffer de acetato de sodio Para prepararlo mezclar 0.136 g
trihidratado y disolverlo en 10 ml de H20 6.5 ml del stock

tridestilada

3. Citrato de sodio (.1M) Para prepararlo mezclar 0.294 g
y disolverlo en 10 ml de H,0 0.5 ml del stock
tridestilada

4. Sulfato de cobre (30mM) Para prepararlo mezclar 0.058 g
y disolverlo en 10 ml de H,0 1 ml del stock
tridestilada

5. Agua 1 ml por cada 10 ml
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6. Hexacianoferrato de potasio  Para prepararlo mezclar 0.0165
g y disolverlo en 10 ml de H,0 1 ml del stock
tridestilada
( 2 cristales pequefios)
TOTAL 10 ml

Preparacion de solucion Karnovsky:

Agregar en orden los reactivos y mezclar bien
Agregar los diferentes componentes de la solucién con pipetas automaticas para que
sean exactos.

Verificar un pH final de la solucién a 6.0

Técnica rapida para visualizacién de fibras nerviosas:

1.

Sumergir las laminillas en solucién Karnovsky por un periodo de 2 horas a
temperatura ambiente y en agitacion constante.

Enjuagar con agua tridestilada para retirar el exceso de solucién

(En este paso en caso de requerirse otra contratincion se realiza)

Llevar a cabo la deshidratacion de los tejidos a través de la exposicién con alcohol a

diferentes concentraciones:

A AICONOL Al 70 V.o 1 minuto
D, AICONOT Al 95 Q..o 1 minuto
C. AICONOL Al 2100 Q0. .. 10 minutos

Posteriormente fijar los tejidos con Xilol durante 15 minutos
Colocar resina y cubreobjetos

Dejar secar espontaneamente a temperatura ambiente

12.3 Contratincion hematoxilina/eosina

1.

2.

Después del paso 2 de la técnica de acetil colinesterasa sumergir las laminillas de 5 a
10 segundos en hematoxilina de Harris

Enjuagar bajo chorro de agua por 2 min
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Sumergir las laminillas 1-3 segundos en eosina
Enjuagar en chorro de agua 10 segundos
Llevar a cabo la deshidratacion de los tejidos a través de la exposicion con alcohol a

diferentes concentraciones:

Ao AICONOL AL 70 Q0. eeeeeeeeeeeeennnneene 1 minuto
D. AICONOL Al 95 Q... 1 minuto
C. AICONOI Al 100 Q0. ..ot 10 minutos

Posteriormente fijar los tejidos con xilol durante 15 minutos
Colocar resina y cubreobjetos

Dejar secar espontaneamente a temperatura ambiente

12.4 Técnica de &cido Glioxilico por el método de la Torre

Materiales:

1
2
3.
4

Laminillas de tejido fresco no fijado y cortes de 15-20 micras
Solucidn de acido glioxilico sal sddica (Sigma-Aldrich Chem. EUA)
Resina epoxica

Estufa de calentamiento

Preparacion de la solucion de acido Glioxilico 2 %

1.

2
3
4.
5

0.1 M Buffer Fosfato (agregar gotas de NaOH hasta tener un pH de 7) 45 ml.

. Acido glioxilico monohidrato (HOOC.CHO.H20) 1 g.

Cloruro de magnesio (MgCl2.6H20) 0.25 g.
H20 hasta aforar a 50 ml.
Checar pH de 7.0

Preparar la solucién en una caja Coplin inmediatamente antes de su uso. Se realiza a

temperatura ambiente.

Procedimiento:

1.

Cortar las secciones de tejido en criostato y colocar en las laminillas.
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Sumergir las laminillas en la solucion de &cido Glioxilico e incubar por 30 min a
temperatura ambiente.

Secar las laminillas suavemente con papel filtro y calentar en parrilla eléctrica durante
5 min a 100°C hasta obtener un color café claro.

Colocar resina epoxica, cubreobjetos y dejar secar al ambiente para observar al

microscopio.

12.5 Cuantificacion de AChE por el método de Ellman

Utilizar placa de 96 pozos

Para la determinacién de acetilcolinesterasa se utilizd el método de Ellman

modificado, se realizaron 10 ensayos preliminares para estandarizacién de la curva,

concentracion de reactivos utilizados y cantidad a utilizar en la placa tanto para curva y

muestras.

El método consiste en:

1
2
3.
4

Preparacién de buffer de fosfatos con pH de 8 y molaridad de 0.1 M.

Utilizar una placa multipozos (96 pozos)

El volumen final de todos los pozos seré de 115 pl

Realizacion de la curva (realizar curva por duplicado): para establecer el blanco
colocar 100 de buffer fosfato pH 8 y 10 ul de DTNB (el DTNB se agrega hasta el
final) y 5 uL de AChT 5 mM

En todos los pozos que se utilizaran para la curva, colocar 100 de buffer fosfato pH
8 (excepto en fila H), ahi se pondran 180

Iniciar curva en fila H colocando 20 ul de solucion de Acetilcolinesterasa (Sigma
Aldrich®) que equivale a 2 Unidades o 2000 miliunidades. Mezclar bien y tomar 100
microlitros para pasarlos al pozo contiguo (G) y asi sucesivamente mezclar mediante
pipeteo con la cantidad de buffer agregada previamente, hasta llegar a la fila B, donde
se desechan 100 pl. obteniendo las siguientes diluciones del pozo H al A = 1000 mU,
500 mU, 250 mU, 125 mU, 62.5 mU, 31.2 mU, 15.5 mU, 0 mU.
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7. Colocar muestras para medir actividad de acetilcolinesterasa por duplicado de la
siguiente manera:
8. Para las muestras de homogéneo y suero se colocan 90 de buffer por duplicado.
9. Posteriormente se agregan 10 ul de muestra, y 10 ul de DTNB.
10. Se incuba la placa a 26 °C durante 20 minutos.
11. Se realiza una lectura basal.
12. Agregar 5 de Yoduro de acetiltiocolina al 5 mM a todos los pozos de las muestras.
13. Se observa un cambio de coloracidon instantaneo. Coloracion amarilla. Por lo que se
tendra que leer de inmediato a los 3, 5, 7 y 10 min
14. Leer en espectrofotometro a una longitud de onda de 412 nm.
15. La actividad enzimatica se calcula de la siguiente forma:
a. Tomar como referencia el valor de absorbancia obtenido a los 10 minutos, y
dividirlo entre 10. Esa es la actividad enzimatica obtenida en 1 minuto.
b. Restar el valor de absorbancia de los pozos blanco (solo con el buffer) a si
mismo, a la curva y a las muestras, esta es la lectura corregida.
c. Determinar el valor promedio de la curva y muestra que se encuentran por
duplicado.
d. Graficar los valores de lectura de la curva estdndar como una funcion de la
cantidad de AChE.
e. Calcular la ecuacion linea de tendencia basada en los datos de la curva

estandar y analizar los datos por regresion lineal.

12.6 Determinacion de nitritos por la reaccion de Griess

1. Para esta determinacion se emplea una placa de 96 pozos.

2. Para la curva estandar, se emplearan las primeras 2 columnas, ya que la curva
estandar se realiza por duplicado.

3. Colocar 100 pl de agua electropura en la fila 1 y 2 (por duplicado).

4. Tomar 100 pl de solucion de NO2. 10 mM y colocarlos en los ultimos dos pozos

y homogeneizarlos con el agua.
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5. Tomar 100 pl del altimo pozo (H) y homogeneizar por duplicado toda la curva
hasta llegar a la fila B donde se homogeniza y se desechan 100 ul dejando la A
s6lo con agua electropura como blanco.

6. Paralas muestras de ventriculos se colocan 20 pl de homogenado + 80 pl de agua
Electropura. Para auriculas, pulman, arterias y suero desproteinizado se colocan
50 pl de homogenado y 50 pl de agua Electropura

7. Agregar 100pl de reactivo Griess * a la curva estandar y a todas las muestras para
un volumen final de 200 ul por pozo

8. Incubar 30 min a 37 °C y realizar la lectura en espectrofotémetro a 540 nm.

! Reactivo de Griess: 100mg de sulfanilamida disuelta en 7 ml de &cido fosférico al 5 %, 10 mg de

NEED disueltos en 1 ml de &cido fosférico 5 %. Mezclar y aforar a 10 ml.
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12.7 Clasificacioén de la insuficiencia cardiaca

El sindrome de IC tiene una amplia variedad de clasificaciones desde diferentes puntos de
vista y diferentes criterios tanto en el area de investigacion como en el ambito clinico. Existen
hoy en dia diferentes categorizaciones que se le otorgan a la IC, una de ellas demuestraen 4
subcategorias (I-1V) basadas en la limitacion fisica que un paciente presenta cuando se
somete a cierta actividad fisica impuesta desde un punto de vista funcional por la Asociacion
del Corazon de Nueva York (NYHA). Ademas, el Colegio Americano de Cardiologia y la
Asociacion Americana del Corazon (ACC/AHA) llevaron a cabo una clasificacion adicional
en relacion con pardmetros estacionales, basandose en nuevamente 4 subcategorias, pero
relacionadas con el estadio de evolucion en el que se encuentra el sindrome y la aparicion de
sintomas (A-D) (2009).

Tabla 2.- Comparacion de los Estadios de IC de la ACCF/AHA y la Clasificacion Funcional NYHA

Estadios de IC de la ACCF/AHA Clasificacion Funcional NYHA
Alto riesgo de IC pero sin enfermedad car- i
A | diaca estructural ni sintomatologia de IC | Ninguno
Enfermedad cardiaca estructural pero sin Sin limitacion para la actividad fisica.
B sintomas ni signos de IC | La actividad fisica habitual no causa
sintomas de IC
Enfermedad cardiaca estructural con sinto- Sin limitacion para la actividad fisica.
mas iniciales o habituales de IC | La actividad fisica habitual no causa
sintomas de IC
Ligera limitacion para la actividad fisi-
I ca. Confortable en el reposo, pero la
C actividad fisica habitual provoca sinto-
mas de IC
Marcada limitacion para la actividad
m flsica. Confortable en el reposo, pero
la actividad fisica inferior a la habitual
provoca sintomas de IC
D IC refractaria que requiere intervenciones Imposible llevar cualquier actividad fi-
especializadas v sica sin presentar sintomas de IC, o
sintomas de IC con el reposo

ACCF: Fundacion de la Academia Americana de Cardiologia; AHA: Asociacion Americana del Corazon; NYHA: Asociacion Del
Corazon de Nueva York; IC: Insuficiencia cardiaca.

Comparacion de ACCF/AHA sobre los estadios de la IC y clasificaciones funcionales de la NYHA. Dos importantes clasificaciones
de IC basadas en criterios de ACCF/AHA y NYAH. Del lado izquierdo (A-D) se pueden observar las categorias de clasificacion en
relacion con aparicion de sintomas y presencia de cambios estructurales. En el lado derecho (I-1V) se representaron las cinco
subcategorias que la NYHA establecio en relacion a la limitacion que presenta un paciente al someterse a actividad fisica (Yancy et
al., 2013).
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En relacion a la funcion ventricular, es posible tomar en cuenta parametros hemodinamicos
y retomar otro tipo de clasificacion. Un ejemplo de esto es la clasificacion de ACCF/AHA
en relacion con la fraccion de eyeccion ventricular. La FE es una de las medidas mas
importantes del funcionamiento cardiaco y una caracterizacion de la eyeccién ventricular: el
volumen sistélico (VS) expresado como una fraccion del volumen diastolico final (VDF). El
conocimiento de la VDF es esencial para traducir el VS expresado como un porcentaje (FE)
en SV absoluto, una cantidad de mayor importancia fisioldgica y clinica (Konstam y Abboud,
2017). Por lo cual dicha clasificacion esta basada en el porcentaje de FE en la IC teniendo
dos categorias: 1. HFrEF (insuficiencia cardiaca con fraccion de eyeccion reducida)
encontrdndonos con valores iguales 0 menores a un 40 % y 2. HFpEF (insuficiencia cardiaca
con fraccion de eyeccidn preservada) igual o mayor al 50 % de la FE y con dos subcategorias

(limitrofe o implementada) en la cual no se ve una afectacion significativa en la FE.

Ademas de las clasificaciones mencionadas anteriormente, existen otros criterios de
clasificacion muy importantes y que son retomados continuamente en la investigacion. Estas
clasificaciones adicionales estan estructuradas en base a la actividad cardiaca y a las regiones

anatomicas comprometidas.
En base a la alteracion de la funcion cardiaca ventricular:

A. Insuficiencia cardiaca sistolica: donde el proceso sistélico ventricular esta
comprometido debido a una alteracion en el proceso de contraccién ventricular

B. Insuficiencia cardiaca diastolica: donde esta comprometido proceso diastdlico
ventricular a través de alteraciones para llevar a cabo el proceso de relajacion

correctamente
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12.8 Neurotransmisores a nivel cardiaco

12.8.1 Norepinefrina

El transmisor neuronal simpatico norepinefrina (NE) se sintetiza a partir de tirosina.
Primero, se convierte en dopamina por enzimas citoplasméticas. La dopamina luego se
transporta a las vesiculas intraneuronales, donde se sintetiza y almacena en NE. Tras la
estimulacion neuronal, las vesiculas se fusionan con la membrana presinaptica y liberan el
NE en la hendidura. El NE liberado se une a los receptores adrenérgicos al y P2
postsinapticos, que son receptores acoplados a la proteina G, para transducir sefiales para
mejorar el acoplamiento de excitacion-contraccion del miocardio y aumentar la frecuencia y
la fuerza cardiaca. La hendidura NE también activa los receptores presinapticos o2-
adrenérgicos para inhibir la liberacion adicional de NE. El efecto del NE es terminado por
dos mecanismos: aproximadamente el 80 % del NE es llevado al area presinaptica por un
proceso activo dependiente de ATP a través de un transportador llamado transportador de
noradrenalina humana 1 (hNETZ,; sistema de captacion-1), mientras que el resto se extiende
al tejido no neuronal y al torrente sanguineo (sistema de captacién-2). Por lo tanto, varias
moléculas en esta via pueden servir como objetivos para la imagen funcional del tono
simpatico en el corazon (Haider N, et al. 2010). En condiciones normales, al unirse las
catecolaminas, los adrenoceptores cambian la conformacion, se acoplan y activan Gas, y de
este modo inician varias cascadas de sefializacion intracelular que finalmente conducen a una
mayor contractilidad activando la adenilato ciclasa (AC) y la proteina cinasa A (PKA)
(Woodall et al. 2014).

12.8.2 Acetilcolina

La acetilcolina es el principal neurotransmisor parasimpatico en la inervacion
cardiaca, es sintetizada en el citoplasma neuronal a partir de la unién de colina con acido
acetico, en presencia de Acetil-CoA; y, posteriormente, es almacenada en las vesiculas
sinapticas, en las que se transporta a las terminaciones nerviosas donde se utiliza para la

transmision del impulso nervioso. EI aumento de la estimulacidn parasimpatica disminuye la
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frecuencia cardiaca al disminuir la velocidad de descarga del nodo SA vy la velocidad de
conduccidn del nodo AV. En el miocardio ventricular, el receptor postsinaptico primario de
la acetilcolina es el receptor muscarinico de tipo M2, que esta unido a una adenilato ciclasa.
La activacion de este receptor por acetilcolina disminuye el AMPc intracelular, reduciendo
asi la contractilidad. En el tejido auricular y nodal, los receptores M2 activan otra proteina
G, que causa un aumento en el flujo de K al inducir directamente la apertura del canal K con

lo que también altera la funcion cardiaca (Triposkiadis et al., 2009).
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