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Glosario:
C: Control

ECV: enfermedades cardiovasculares

ROS: especies reactivas de oxigeno

WHO: World Healt Organitation

I/R; isquemia — reperfusion CDC: Centros para el Control y la

Prevencion de Enfermedades

INEGI: Instituto Nacional
Estadistica y Geografia

SCFA o AGCC: acidos Grasos de
Cadena Corta

MTT: bromuro de tiazoil azul tetrazolio

RPM: revoluciones por minuto de

SHE: Sacarosa, HEPES, EGTA o
EDTA

TI: tamaio del infarto

Resumen
El sindrome metabdlico (SM) y sus derivados, presentan en la actualidad un problema de

salud para la nacion en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares y sus eventos
adversos. En la actualidad se buscan la forma de prevenir y tratar desde un inicio este
sindrome y sus eventos adversos, un ejemplo de esto es la implementacion de estrategias
farmacoldgicas que ayuden a mitigar los efectos deletéreos al minimo. La ATPenina A, ha
demostrado resultados positivos en el tratamiento del evento isquemia-reperfusion en ratas
sin ningun tipo de comorbilidad especificamente en la reperfusién, el cual ha tenido un
efecto cardioprotector disminuyendo en sus total y parcialmente lesiones en el tejido

cardiaco debido a la alta produccién de ROS en el complejo mitocondrial II.

Abstract
Metabolic syndrome (MS) and its derivatives currently pose a health problem for the nation

in terms of cardiovascular diseases and their adverse events. Efforts are currently being
made to prevent and treat this syndrome and its adverse events from the outset. An example
of this is the implementation of pharmacological strategies that help minimize the deleterious
effects. ATPenin A has shown positive results in the treatment of ischemia-reperfusion
events in rats without any specific comorbidity, particularly in reperfusion. It has had a
cardioprotective effect, reducing both total and partial injuries to the cardiac tissue due to

the high production of ROS in mitochondrial complex Il.



1. Introduccién

El sindrome metabdlico (SM) es definido como el conjunto de factores de riesgo
cardiovascular constituido por obesidad, dislipidemia caracterizada por altas
concentraciones de triglicéridos y disminucion de las concentraciones de colesterol, con
riesgo a el desarrollo de enfermedades cardiovasculares (Fernandez J. 2016; Saklayen, M.
2018).

Las enfermedades cardiovasculares representan un problema de salud a nivel mundial
dado que estos representan la principal casusa de defunciones por afio con un 32%. En
México no es la excepcion, puesto que la principal razén de defunciones en el pais en el
periodo enero — junio de 2020 es debido a enfermedades cardiovasculares con 105.864
defunciones, teniendo mayor presencia en hombres mayores a los 45 afios (INEGI, 2023).
Se han descrito varios trastornos que involucran al corazén y vasos sanguineos, estas son
productoras de distintas enfermedades como lo es la cardiomiopatia isquémica, provocado
por alteraciones fisiopatolégicas secundarias generadoras de un desequilibrio entre la
demanda y aporte de oxigeno en el musculo cardiaco. Una consecuencia de esto es el
infarto al miocardio representado por la obstruccién a de una arteria coronaria por un trombo
0 acumulacién, de grasa, colesterol y sustancias coronarias, generando disminucion o falta
total de flujo sanguineo y aporte de oxigeno al musculo cardiaco resultando en necrosis de
tejido y en mayoria de las veces la muerte (Alcala J. E, 2017; Mayo Clinic, 2022). Este es
el caso de mas de 117 mil personas en México entre hombres y mujeres los cuales

fallecieron por esta apoplejia (Secretaria de salud, 2022).

En la actualidad se tratan de establecer nuevas acciones para la prevencién y el tratamiento
de estas enfermedades de manera no invasivas que prolonguen la vida del ser humano,
entre estas se encuentra la implementacion de ATPenina A, un cardioprotector en el tejido
muscular cardiaco, inhibitorio de la oxidacién de succinato deshidrogenasa (SDHi)
generada por el complejo mitocondrial Il mediante la produccion excesiva de ROS en el
proceso de reperfusion, después de un evento isquémico cardiaco (Gomez, 2020;
Shraddha S.,2017).
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2. Marco teorico

2.1 Enfermedades cardiovasculares
En la actualidad las enfermedades cardiovasculares (ECV) son en consideracion un

problema de salud a nivel mundial. Estas son la causa principal de muertes en todo el

mundo pues se han reportado 17.9 millones de defunciones por afo, el 32% en todo el

mundo. Estas son definidas por ser un grupo de trastornos que involucra al corazén y vasos
sanguineos (WHO, 2019; WHO, 2021).

Con el paso de los afios se han descrito varias enfermedades relacionadas a estos

trastornos como lo esta indicado en la tabla 1.

Tabla 1. Enfermedades cardiovasculares mas comunes (Brigham and Women's Hospital,
2019; CDC, 2021: CDC, 2022; CDC, 2023; Mayo Clinic, 2022; WHO, 2019; WHO, 2021).

Enfermedad

Descripcion breve

Enfermedad coronaria del

Acumulacién de placa (depdsitos de colesterol) en la

cerebrovascular

corazon. pared arterial, lo que causa un bloqueo parcial o total del
flujo de sanguineo.
Enfermedad Consiste en dos en dos causas, donde una puede ser la

obstruccién del suministro de sangre en una parte del
cerebro cuando o cuando un vaso sanguineo del cerebro

es roto y provoca una hemorragia.

Enfermedad arterial | Vasos sanguinos de localizacion en brazo y piernas son
periférica irrigados por lo que el flujo sanguineo disminuye

Enfermedad cardiaca | Dafnos en el musculo y valvulas cardiacos del corazén
reumatica causando fiebre reumatica (inflamacion) en respuesta

inmunitaria a una infeccién por Streptococcus.

Cardiopatia congénita

Problemas en el embarazo que dan como resultado
defectos en el desarrollo y funcionamiento normal de

corazon y las estructuras que lo conforman.

Trombosis  profunda

y
embolia pulmonar

Afeccion por formacién de coagulos de sangre en las
venas de las piernas, muslos y pelvis que pueden
los

desprenderse y moverse hacia el corazon o

pulmones.
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En el primer semestre enero - junio del 2022 en México se registraron 105, 864 defunciones
por enfermedades relacionas al corazon donde el 53.9% de muertes es correspondiente a
hombres y 46.07% de muertes en mujeres mayores a los 45 afios, donde persiste la
enfermedad, esto lo convirtioé primera causa de muerte a nivel nacional seguido por diabetes

mellitus con 59, 996 como segunda causa de muerte a nivel nacional (INEGI, 2023).

Las estadisticas preliminares denotadas en el parrafo anterior llegan a tener similitud y
tendencia a lo que ocurria en el 2021 debido a que por lo menos 220 mil personas
fallecieron por alguna enfermedad cardiovascular sin embargo en por lo menos en ese afio

se destaca que 177 mil fueron por un infarto al miocardio (Secretaria de salud, 2022)

2.2 Cardiopatia isquémica
Definido como Ila enfermedad producida como consecuencia por alteraciones

fisiopatolégicas secundarias a la aparicion de un desequilibrio entre la demanda y aporte
de oxigeno del musculo cardiaco. Se presenta debido a la al engrosamiento y

endurecimiento de arterias que genera menor flujo de sangre (Alcala J., 2017)

2.2.1. Infarto al miocardio
Generado como consecuencia de la obstruccién de una arteria coronaria por un trombo,

generalmente grasa, colesterol, y demds sustancias coronarias, o bien la acumulacion de
estos en las paredes arteriales, esto lleva por nombre ateroesclerosis. El cual genera la
necrosis de tejido y por ende la muerte, debido a la falta de flujo sanguineo y la falta de

aporte de oxigeno al musculo cardiaco (Alcala J. E, 2017; Mayo Clinic, 2022).

2.3 Acidos Grasos de cadena corta (SCFA, AGCC)
Los &cidos grasos de cadena corta son los principales productos finales de la fermentacién

sacarolitica de carbohidratos no digeribles, los cuales pueden ser utilizados por el
microbiota intestinal debido a que estos gases se mantienen en el intestino delgado donde
son absorbidos. Los principales productos de la fermentacion son formiato, acetato,
propionato y butirato. Este Ultimo tiene demasiada importancia debido a que se ha
demostrado que mantiene el funcionamiento e integridad de la barrara epitelial a través de
regulacion de proteinas de unién estrecha mediante una via molecular intracelular ente la
luz y el sistema portal hepatico (Vergara, D. y Gonzalez, M. 2017.; Morrison, D. J., &
Preston, T. 2016).
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2.4 Acido Butirico (Ac. Butirico)
Acido de graso de cadena corta que contiene 6 atomos de carbono ubicado en el tracto

digestivo con funcione energética para células entéricas, este también se ha encontrado
como regulador de proliferacion y apoptosis de coloncitos en el microbioma los cueles
regular la respuesta inmunitaria en el intestino. (Salgado, M, et al., 2019)

El &cido butirico es un elemento clave para la nutricion de intestino, ademéas de mantenery
restablecer la integridad de la mucosa y el epitelio intestinal. Este se puede encontrar en
grasa en pequefias cantidades como le es la mantequilla o bien en la fermentacion del

microbiota del intestino. (Vergara, D y Gonzalez, M., 2017).

2.5 Isquemia/Reperfusion
La isquemia ocurre cuando el flujo sanguineo del corazén se reduce o inexiste, por lo cual

provoca que el musculo cardiaco no reciba suficiente oxigeno, esa reduccion de flujo es
provocada por alguna obstruccion parcial o total de arterias coronarias. La reperfusion es
el restablecimiento del flujo y circulacion sanguinea. (Mayo Clinic, 2019; Santandera, S.,
2004).

En su mayoria el grado de dafo extension de muerte celular (necrosis) esta dado por la
oclusion coronaria y dependera del tiempo de la duracion de la isquemia. Sin embargo, se
ha demostrado que también existe dafio y muerte celular en los primeros minutos de
reperfusion, debido al restablecimiento parcial o total del flujo y las alteraciones funcionales
y estructurales que este ocasione durante su restablecimiento y reintroduccién de oxigeno
y calcio (Ruiz, M., & Garcia, D. 2009).

2.6 ATPenina A
La ATPenina A es un compuesto quimico que pertenece a la familia de las atpeninas,

metabolitos producidos por ciertos microorganismos y hongos. En la literatura se ha
demostrado que tienen propiedades bioactivas pues presenta actividad antibiotica u

antifingica (Gémez, 2020).

De manera experimental se ha demostrado que la ATPenina A proporciona un efecto
inhibitorio de la oxidacion de succinato deshidrogenasa (SDHi), la cual genera dafio
mediante la producciéon masiva de ROS desde el complejo mitocondrial Il en un evento de
I/R. Este demuestra la permeabilidad, por lo que concibe el penetrado en a las células y
gue este compuesto sea acumulable, por lo que puede ser una opcion te tratamiento o

prevencion de enfermedades cardiovasculares (Gomez, 2020; Shraddha S.,2017).



3. Planteamiento del problema
La busqueda de nuevos tratamientos efectivos en la proteccion del tejido cardiaco de la

reperfusion ha llevado a cabo pruebas con 0.2mM de Ac. Butirico en ratas con S.M., el cual
demostraria un efecto cardioprotector correspondiente a lo reportado. Sin embargo, este no
demostré efecto alguno. Como alternativa se opta por probar ATPenina A a 10 ug en ratas
sin ningun tipo de comorbilidad, el cual se estima que tendra un efecto cardioprotector ante

el evento de isquemia / reperfusion, debido a la inhibicién del complejo mitocondrial Il.

4. Justificacion
El sindrome metabdlico (SM) esta correlacionado con diabetes mellitus tipo Il (DM2),

enfermedades cardiovasculares y resistencia a insulina. En México la primera causa de
defunciones en el primer semestre del 2022 es por enfermedades cardiovasculares en
personas mayores de 45 afios en ambos sexos. La cardiopatia isquémica con mayor
frecuencia en estas defunciones en México es debido a un infarto al miocardio, en la
actualidad se tratan de generar nuevas estrategias que ayuden a prevenir y tratar estos
padecimiento, como lo es la reperfusion, que consistente en la restauracién del flujo
sanguineo, el cual trata de mantener en supervivencia a células que transcurrieron por un
evento isquémico, sin embargo estas procedimientos no garantiza la supervivencia de las
células isquémica o del individuo que padezca este suceso. La busqueda de alternativas
no invasivas nos lleva a la implementacién de lo propio y natural, sin riegos altos, por lo que
la experimentacion con acidos grasos de cadena corta como lo es el Ac. Butirico o
ATPenina A al tener varias caracteristicas de permeabilidad, la disminuciéon a procesos
inflamatorios o siendo un inhibidor de especias reactivas de oxigeno (ROS) genera una
nueva alternativa de prevencion o tratamiento ante el dafio de un evento isquémico y de
reperfusion (Ruiz, M., & Garcia, D., 2009).

5. Objetivos

Evaluar el nivel de cardio proteccion de la ATPenina A en el corazon después del
proceso de isquemia / reperfusién en un sistema aislado (Langendorff) a partir de

muestras de corazones de ratas Wistar

5.1 Objetivos Especificos
e Evaluar la actividad cardiaca del cardioprotector

Analizar el dafio en corazén causado por el proceso de isquemia reperfusion.

Analizar el tamario del infarto en los sujetos de prueba



Hipdtesis
e La ATPenina A demostrara un efecto cardioprotector en corazén de ratas Wistar
mediante el protocolo de isquemia reperfusibn en un sistema asilado

(Langendorff).

6. Metodologia

6.1Técnica de isquemia — reperfusion en corazon de ratas Wistar macho

por medio del sistema aislado (Langendorff).
El protocolo que sera llevado a cabo para este procedimiento sera en ratas de cepa
Wistar de procedencia del bioterio del Instituto nacional de cardiologia (INC), Las ratas
aptas para el procedimiento deberan de estar en contante alimentacion para llegar a
un peso aproximado de 250g a 350g. El experimento iniciara con la preparacion del
sedante o0 anestesia, la cual consistird en una mezcla de pentobarbital con una dosis
de 3.5 unidades (0.35mL), 2.5 unidades (0.25mL) de heparina sédica y 4 unidades
(0.4mL) restantes de solucién salina. Al inocular esta solucién en la o las ratas del
experimento se debera de esperar de 5 a 10 minutos en que este tuviera un efecto

anestésico y asi poder proceder con la siguiente etapa.

Cuando ya exista un efecto anestésico, se procedera a realizar una cirugia denominada
toracotomia en Y, donde se inicia con una incision en linea hacia la parte superior y
después hacia los lados, esta hacia tener expuesto 6rganos blandos. El motivo de tener
estos expuestos, es extraer el corazén de la rata para después ser estabilizado y
perfundido en el sistema cerrado (Langendorff) con una solucién de Krebs-Henseleit a
12mL/min.

s

(5
/x(j)

o

llustracion 1: Rata con
toracotomia en Y con
organos

expuestos

blandos

llustracion 2: Corazon
tomado desde la aorta
donde se colocara en
canula del sistema
cerrado (Langendorff)

llustracion 3: Corazén
colocado en equipo
Langendorff el cual fue
perfundido con solucién
Krebs-Henseleit a 12
mL/min Y CO;
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6.1.1 Ratas con ATPenina A
El protocolo en este modelo experimental consta de dos grupos de ratas macho cepa

Wistar donde el grupo C (Control) constara en realizar etapa de estabilizacién durante
20 min, etapa de evento isquémico por 30 min y por ultimo la etapa de reperfusion por
30 min. En el caso del grupo Atpe A + I/R constard en una estabilizacion de 20 min
donde los ultimos 5 min sera administrado y readministrado en un flujo constante 10ug
de ATPenina en la solucion Krebs-Henseleit; posterior a esto la segunda etapa constara

de 30 min de isquemiay al finalizar este, la Gltima etapa constara 30 min de reperfusion.

Dentro de la Ultima etapa se recolectara el liquido que desprende el corazon durante un
minuto en los intervalos de tiempo 0-1 min, 2-3 min y 5-6 min para su posterior estudio

mediante

Grupo Atpe A + I/R

11 l l l l l [ i
| 1 | 1 | 1min

——
1520 1 30 30

[ J—

0 30 50 80
Figura 3. Representacion grafica de las etapas a las que fueron
sometidos los grupos C y ATP + I/R denotado en minutos por cada etapa
y minutos totales en el experimento.

7.2 Medicién del tamafio de infarto por técnica de azul de tetrazolio.
El protocolo para medir el estimado tamafio del infarto estipula la preparacién de dos

soluciones de distintos pH, el Fosfato de Sodio (Na;HPO.) al 0.1 M a un pH de 2.2y
Fosfato biacido de sodio (NaH2PO,4) al 0.1 M a un pH de 7.7.

Al realizar estas soluciones deberan ser agregados en un tubo falcon de 15 ml 7.7 mL
de Na;HPO, 2 mL de NaH:PO, ademas de 0.05g de Cloruro de 2,3,5-Trifenil
tetrazolio. Estos deberan de ser homogenizados para poder ser ocupados en la

siguiente etapa.

El tejido, en este caso el corazén que ha pasado por un proceso de refrigeracion
por 30 min a -20°C y después climatizacion al cual se medird el tamafio de
infarto debera de ser cortado en rebanadas delgadas de aproximadamente 2
mm o bien en correlacién al tamafio del 6rgano de 3 a 5 rebanadas. Estos seran
colocados en la solucién preparada en un tubo falcon y después ser llevado a

bafio maria a 41.7°C por un periodo de 30 min.



En el caso de un corazén de una rata control este se le debera raspar o rebanar parte del
tejido exterior del &pex, es decir, la parte inferior del corazén para la no interferencia con el

resultados y comparacion.

-\ _ llustracion 5: Corazén con
decoloracién en parte externa.
Imagen tomada antes de la
etapa de rebanado y ser puesto
en tubo con soluciones
establecidas.

i
llustracién 4. Corazén en
recipiente donde estuvo en
refrigeracion a -20°C para
determinacion de tamafio de
infarto

8. Resultados

8.1 Resultados en protocolos isquemia reperfusion en corazones en ratas

Wistar en el medio del sistema cerrado Langendorff con ATPenina A
Al realizar el protocolo en los grupos de ratas control (I/R) y Atpe A se demuestra que la

concentracion planteada de 100Ul de ATPenina A en la solucion Krebs-Henseleit al ser
administrada en la etapa de estabilizacion 5 min antes del evento de isquemia protege del

dafio en reperfusion, es decir demuestra un efecto cardio protector.

- llustracién 7. Corazon y llustracion 8.~ Equipo
llustraciéon 6. Proceso pulmones de rata con SM Langendorff formado por: A)

inicial aratacon SMalaque (5mado desde la aorta para regulador  circulatorio  de
se le realizo Una ger colocado en el equipo temperatura, B)  bomba

toracotomia en Y, sin Langendorff para su peristaltica, C) solucion Krebs
y D) sensores de presion

corazon. posterior proceso de I/R. ) . .
pe. arterial y frecuencia cardiaca.
*
7'lmm 9
@ ~
Sy
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Grafica 1y 2: Demostracion del trabajo cardiaco A) (Frecuencia cardiaca BPM), B)
(Presién Arterial ventricular mmHg), de las ratas control (I/R) y ATPenina A (Atpe
A). Como se puede observar en ambas graficas el trabajo cardiaco de las ratas
control (I/R) y Atpe A después del evento isquémico demuestran cierta similitud en
la presién arterial ventricular, pero disminucion drastica en la frecuencia cardiaca
por parte de las ratas control (I/R). Como se demuestra en la gréafica B ratas con
ATPenina A la presion arterial ventricular se mantiene en similitud con ratas control
(I/R) antes y después del evento isquémico. La diferencia mas evidente esta
demostrada en la grafica A donde la frecuencia cardiaca en ratas control (I/R)
después del evento isquémico disminuye drasticamente y sin tendencia a
recuperacion al estado inicial. En el caso de ratas con Atpe A la frecuencia cardiaca
después del evento de isquemia este disminuye de una manera no tan drastica con

tendencia a recuperacion.

8. 2 Determinacion del tamario de infarto por técnica de azul de tetrazolio.

Después de haber culminado con el protocolo de I/R en ratas con ATPenina A algunos de

estos corazones continuaron por el protocolo de medicibn de tamafio de infarto. Las

observaciones principales en el tejido de ratas control (I/R) sefialaban el mayor dafio al

tejido en la parte media, con extension a la parte superior y la parte inferior, por otra parte,

en ratas con administracion de ATPenina A se encontr6 menor dafio en las zonas

mencionadas en ratas control.

Control Rata x

I/R

llustracién 9. Demostracion del dafio generado
por el proceso de I/R en parte media del corazén.
El dafio es apreciado mayormente en la
rebanada de rata control caracterizado por un
color blanquecino que parece iniciar de la parte
exterior a la parte interior del tejido.

AlAR

IR I/R+AtpeA

Grafica 3. Demostracion grafica del
dafio percibido en tejido siendo 1.0 la
totalidad de area del tejido
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9. Conclusion

En esta investigacion, se demostré el efecto cardioprotector en donde la presiéon arterial
mantuvo pulsaciones similares en ambos grupos (C: I/Ry Atpe A + I/R), siendo lo contrario
en la frecuencia cardiaca en ratones con ATPenina A, donde hubo disminucion de
pulsaciones con tendencia a recuperacion. Ademas, se comprobo el dafio en tejido en ratas
con ATPenina A mediante el tamafio de infarto, siendo menor al 50% del area del tejido
cardiaco. Por lo que el dafio cardiaco se pudo disminuir mediante este inhibidor,
demostrando ser una alternativa beneficia para la prevencion del dafio y lesion cardiaca por

repercusion en modelo in vivo en ratas macho cepa Wistar.
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Anexo
Solucién de perfusion

KREBS-Henseleit:

1L 2L 3L 4L
NaCl (g) 7.01 14.2 21.03 28.04
NaHCO:s (g) 213 4.26 6.39 8.52
Glucosa (g)
Dextrosa 0.78 1.56 2.34 3.12
Agregar:
1L 2L 3L 4L IMPORTANTE: Agregar a la

SolucionA(ml) | 2.5 5.0 7.5 10
SolucionB(ml) | 5.0 10.0 | 150 |20
SolucionC(ml) | 2.5 5.0 7.5 10
SolucionD(ml) | 5.0 10.0 | 150 |20

cada 2L.

solucién Octanoato desacoplado la
cantidad de: 33mg (0.033gr) por

Solucion liquida (stock)

Solucion A al 6.58% de KH2P0O4=16.45g/250ml (3.29g/50ml)
Solucion B al 7.17% de KCl= 35.85g/500ml

Solucion C al 11.91% de MgS0O4 *7H20= 29.78g/250ml
Solucién D al 7.56% de CaCl2 *2H20=18.90g/250m|
Molaridad final

Na*=145mM

K*=6.0mM

Mg?*=1.20mM

Ca?"=2.5mM

Glucosa=4.3mM

Octanoato desacoplado= (15.129/200ml)

AJUSTAR SOLUCION A pH=7.37
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