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INTRODUCCION

El Infarto Agudo al Miocardio (IAM) es una de las principales causas de muerte en el mundo, en
hombres y mujeres. A pesar de la terapia de reperfusion, las complicaciones incluyendo
mortalidad, permanecen significativas. Se considera que la respuesta inflamatoria en el infarto
agudo de miocardio es la principal causa de dafio por isquemia/ reperfusion [1], generada
principalmente por una respuesta inmune innata, porque a pesar de restablecer el flujo sanguineo
en tiempo optimo se ha demostrado que también induce a mas dafio celular, debido a la
inflamacién que produce el dafio por isquemia reperfusion, sin embargo, muchas terapias contra
el dafio por reperfusion se han ensayado con éxito en modelos animales (distintos tratamientos
farmacoldgicos o formas de condicionamiento cardiaco), pero no han demostrado eficacia en su
aplicacion clinica. La medicina regenerativa ha sido particularmente importante en el terreno
cardiovascular, y su desarrollo exige mayores pruebas preclinico posible. El continuo
perfeccionamiento de estos modelos animales persigue encontrar el modelo perfecto, aquel que
produzca cada una de las caracteristicas que observamos en la biologia y la patologia humana
[2]. Por lo que en el presente proyecto se inserta en la necesidad de poner a prueba la estrategia
de postacondicionamiento, administrando citicolina sodica trihidratada endovenosa como
cardioprotector en un Modelo Porcino de dafio por isquemia / reperfusion delimitando la zona de

infarto, disminuyendo el grado de inflamacion.

MARCO TEORICO

Segun la Organizacion Mundial de la Salud, el Infarto agudo al miocardio (IAM) es una de las
principales causas de muerte en muchos paises en vias de desarrollo; siendo asi la primera causa

de muerte en adultos [3].

En el 2016 la American Heart Association (AHA) reporté en su actualizacion sobre estadisticas
en enfermedad cardiovascular y cerebrovascular, que alrededor de 15.5 millones de personas con
edad igual o mayor a 20 afios padecen enfermedad arterial coronaria, con un incremento para
ambos sexos. Se ha estimado que aproximadamente cada 42 segundos un paciente sufre un

infarto agudo al miocardio en los Estados Unidos.



A pesar de que el numero absoluto de casos de enfermedad cardiovascular ha incrementado

significativamente, la mortalidad ha disminuido en un 22 % en el mismo periodo de tiempo [4].

Se considera que la respuesta inflamatoria en el Infarto agudo de miocardio es la principal causa

de dafio por isquemia/ reperfusion. [5], generada principalmente por una respuesta inmune innata

[6].

Estudios anteriores en modelos animales con infarto agudo al miocardio, mencionan que el dafio
por reperfusion puede ser responsable de mas del 50% del tamafio final del infarto de miocardio,
y se puede explicar en parte, porque a pesar de logar una reperfusion optima, la incidencia de
muerte de los pacientes después de un infarto agudo al miocardio es alrededor del 10% y la de

insuficiencia cardiaca después del infarto agudo es de alrededor 25%.

Respuesta Inmune en el Infarto Agudo al Miocardio con elevacion en el segmento ST
(IAMEST)

El papel del sistema inmune en el desarrollo de la enfermedad cardiovascular se hizo evidente
por primera vez cuando el patélogo aleman Rudolf Virchow sugirié en 1882 que el mecanismo
que podia originar la aterosclerosis era un proceso inflamatorio. Virchow planteo que existian
una serie de factores “irritantes” que eran capaces de afectar a la vasculatura de modo que esta
atraia sustancias de sangre y las retenia [7]. De modo mas especifico, estos “irritantes” atraen a
los leucocitos a la lesion aterosclerdtica, posteriormente a finales de los afios ochenta sugirieron
los primeros trabajos que describian la presencia de células del sistema inmune en las lesiones de
aterosclerosis [8, 9], desde entonces, la mayoria de investigaciones se han centrado en describir
la respuesta inmune que acontece durante la formacion de la aterosclerosis, pero no han prestado

excesiva atencion a lo que ocurre una vez un trombo se ha formado y se produce el IAM.

En el IAMEST, la oclusién de una arteria coronaria importante conduce a isquemia y
potencialmente a muerte celular en toda la region anatémica irrigada por esa arteria (lo que se le
conoce como area de riesgo) mas pronunciada en el subendocardio. El resultado de la muerte

celular dependera en gran parte de la duracion de la privacidad de flujo.

Respuesta Inmune Innata en el Infarto Agudo al Miocardio con elevacion en el segmento
ST (IAMEST)



La respuesta inmune innata en el IAM se produce de modo secuencial, comenzando por los
componentes humorales de la respuesta inmune innata, tales como las proteinas del
complemento, las moléculas DAMPSs, la generacion de ROS, las citoquinas inflamatorias y las
hormonas de estrés, continuando por los componentes celulares de la respuesta inmune innata
como los granulocitos, neutrofilos, los monocitos y los linfocitos natural killers (NK), sin olvidar
la participacion de las células residentes como cardiomicitos, fibroblastos y células endoteliales
que debido a sus receptores de reconocimiento de patrones moleculares también alertan al

sistema inmune del dafio inminente producido por el infarto.

En primer lugar, de liberacion de componentes celulares y la ruptura de membranas da lugar a la

activacion de la cascada del complemento.

Hace maés de afios atras Hill y Ward observaron la hidrolisis de la proteina del complemento C3
en el miocardio infartado e identificaron el papel que juega el complemento en la infiltracion de
leucocitos [10]. Durante las dos décadas siguientes, estudios experimentales mostraron que la
inhibicion del complemento atenuaba la respuesta inflamatoria postinfarto [11], incluso reducia
el tamafio del infarto [12]sin embargo los ensayos que se realizaron posteriormente en humanos
no consiguieron los mismos efectos, incluso llegaron a ser perjudiciales [13]. Mas tarde se
observo que la liberacion de DAMPS por las células necroticas estimulaban la activacion de
receptores TLR en las células del miocardio. Donde entre los 13 tipos de TLR que se conocen
actualmente destaca el TLR-4 como receptor clave en la mediacion de la respuesta inmune en el
corazon infartado [14]. Paralelamente la produccion de ROS por parte del tejido isquémico
también promueve la cascada inflamatoria. Concretamente la generacion de ROS activa cascadas
de citoquinas y quimiocinas mediante la activacién del inflamasoma, un complejo proteico
receptor presente en numerosas células, entre ellas las células del miocardio infartado [15]. La
formacion del inflamasoma resulta en la produccién de interleucina 1 g (IL-1 ), que es una
citoquina proinflamatoria que dirige la expresion de otros mediadores inflamatorios durante las
primeras fases del infarto [16]. Otro componente humoral de la respuesta inmune innata que no
hay que olvidar son las hormonas de estrés, tales como catecolaminas y el eje angiotensina/
aldosterona que también modulan la respuesta inmune, sin embargo, tienen mayor participacion

en los procesos reparativos y de fibrosis que tienen lugar en la fase cronica del infarto.



Los tipos celulares responsables de la iniciacion de la reaccion inflamatoria todavia no se han
definido del todo, sin embargo, existe evidencia que indica que los fibroblastos residentes del
tejido cardiaco, podrian servir de células centinela mediante la deteccion de isquemia y dafio a
cardiomicitos y producir citoquinas inflamatorias y quimiocinas [17].

Las celulas microvasculares también son una fuente importante de proteinas inflamatorias, la
activacion endotelial y la expresién de moléculas de adhesion tales como selectinas y la molécula
de adhesién intercelular 1 (ICAM-1) es un paso crucial para la adhesion y reclutamiento de
leucocitos [18], mientras que la produccion de quimioquinas por parte de las células endoteliales
en la zona adyacente al infarto, también ha sido documentada en modelos experimentales de
infarto [19].

Otro tipo celular con un papel potencial en la iniciacion de la respuesta inflamatoria son los
mastocitos cardiacos localizados de modo estratégico en el espacio perivascular, los mastocitos
contienen grandes cantidades de mediadores preformados, tales como histamina o el factor de

necrosis tumoral alfa (INF- o) y son capaces de sintetizar citoquinas y factores de crecimiento.

En el miocardio infartado los mastocitos se degranulan rapidamente en respuesta a la activacion
por el complemento, adenosina 0 ROS y liberan su contenido granular, contribuyendo a la

iniciacion de la respuesta inflamatoria post-infarto [20].

La activacion de los receptores TLR, el inflamasoma y las cascadas del complemento estimulan
la sefializacion del factor nuclear kappa p (NF -k B) en las células endoteliales y fibroblastos, lo

cual promueve la expresion de moléculas de adhesidn y quimiocinas.

La inmovilizacion de quimiocinas y moléculas de adhesion genera un gradiente quimiotactico
que promueve la movilizacion y extravasacion de leucocitos al miocardio infartado, los primeros

leucocitos que se encuentran en el area dafiada por el infarto son los neutréfilos.
En ausencia de inflamacion, los neutrofilos raramente interaccionan con la pared vascular.

Una vez se dispara el estimulo inflamatorio, se promueve el rodamiento y anclaje de neutrofilos
a la pared vascular por medio de moléculas de adhesion denominadas selectinas, tales como L-
selectina, E- selectina y P-selectina tras el anclaje los leucocitos extravasan la pared vascular y

penetran en los tejidos [21]. Para los neutrofilos, la adhesion firme requiere la activacion de la



integrina 2, también conocida como CD18 y que esta se una a ICAM-1. La migracion
transendotelial va seguida de dafo directo sobre las células del parénquima mediante la
liberacion de productos toxicos especificos. Las alteraciones patolégicas que se asocian de modo
mas significativo con la acumulacién de neutréfilos en el IAM sobre el dafio en el miocardio y la
OMV. Los neutrofilos son células grandes que se adhieren al endotelio capilar y lo obstruyen de
modo que evitan la reperfusion de los capilares tras la tronbolisis o la angioplastia primaria [22].
Los neutrofilos son los primeros leucicitos que se encuentran en el area dafiada del miocardio
infartado y son retirados del tejido miocardico tras fagocitar los restos celulares. Por otro lado,
los monocitos migran de los capilares a los espacios extravasculares y se transforman en
macrofagos e incrementan en nimero a los neutrofilos dos a tres dias tras el episodio agudo. Las
citoquinas segregadas por los macrofagos estimulan la proliferacion de fibroblastos y la

produccion colageno y promueven los monocitos.

Los macrofagos y los monocitos sintetizan y segregan una gran variedad de factores humorales
que incluyen TNF- a e Interleucina 6(IL-6), que es el principal estimulo para la produccion de la
proteina C reactiva en el higado. De entre todos los marcadores de inflamacion estudiados en
pacientes con sindromes coronarios agudos, la proteina C reactiva es el mas ampliamente
investigado [23]. Estudios previos han demostrado que un incremento en el numero de
monocitos circulantes en sangre se relacionaba con una falta de reperfusién deteriorada, ademas
el recuento de monocitos se asocio independientemente con una recuperacion de la funcion
sistélica en 6 meses; lo cual la participacion de los monocitos es muy importante en el proceso

de reparacion una vez que la fase hiperaguda se ha completado [24].

Dafio por Isquemia-reperfusion

La necrosis por isquemia reperfusion del miocardio es un evento progresivo, debido a que la
lesion irreversible de los miocitos necroticos comienza en la zona subendocardica, con la
isquemia mas prolongada, la muerte celular avanza a través del miocardio para afectar a una

proporcién cada vez mayor del grosor transmural en la zona isquémica.

La necrosis se completa en gran parte dentro de las primeras 6 horas, en modelos experimentales
y humanos, con afectacion de casi todo el lecho miocardico isquémico en riesgo irrigado por la

arteria coronaria ocluida.



Tras un IAM, la necrosis repentina de un gran numero de cardiomiocitos da lugar a la liberacion

de contenido intracelular que produce una reaccion inflamatoria [25].

La fase inicial de la respuesta inflamatoria tras una lesion isquémica en el miocardio esta
caracterizada por la activacion y reclutamiento leucocitario, asi como la produccién de
citoquinas y PCR [26].

Las concentraciones elevadas de la proteina C-reactiva (PCR), indican inestabilidad de las placas
e inflamacion y puede ser interpretada como el factor predictivo mas importante de riesgo en el
episodio isquémico. El incremento de la PCR se debe a un aumento en la concentracion
plasmaética de la interleucina 6 (IL-6), que es producida por macréfagos, células endoteliales y
linfocitos T, como también lo hacen los adipocitos, ademas se conoce que colaboran con el
complemento ligandose a células extrafias o dafiadas y aumentan la fagocitosis hecha por
macrofagos, quienes expresan un receptor para PCR, que desempefia un papel importante en la
inmunidad innata, como un sistema de defensa temprano contra infecciones [27] que se
encuentra elevado en multiples estados proinflamatorios, entre ellos en el infarto agudo del
miocardio, donde se ha identificado como un elemento que predice eventos cardiovasculares en

pacientes con y sin enfermedad coronaria [28].

Uno de los principales desafios terapéuticos de la cardiologia moderna es disefiar estrategias que
reduzcan el tamafio del infarto y mejoren la reparacion cardiaca después de un IAM, debido a su
papel en la reparacion cardiaca, la inflamacion se ha considerado durante mucho tiempo a un
objetivo prometedor para las intervenciones terapéuticas. Aun que numerosos estudios
experimentales demostraron que los leucocitos y mediadores inflamatorios contribuyen a la
lesién del miocardio, los ensayos clinicos destinados a reducir estos factores fueron
decepcionantes. La inhibicion generalizada de la inflamacion tiene un efecto adverso sobre el
resultado después de un IAM. [29-30]

Acondicionamiento Isquémico

A finales de los ochenta se describié un mecanismo innato de proteccion frente a lesion por
isquemia reperfusion que se denomind acondicionamiento isquémico. En las ultimas décadas, no
solo se han descrito diversos tipos de acondicionamiento, sino que también se han realizado

experimentos clinicos en humanos con resultados iniciales alentadores en cuanto a la reduccion



del area infartada. Sin embargo, aln falta por demostrar si la reduccién de la lesion por

reperfusion tiene un impacto sobre la mortalidad.

Las investigaciones actuales permitiran aclarar este interrogante en un fututo cercano, por lo que
en el presente proyecto se estudio el postacondicionamiento mediante la administracion de
citicolina sddica trihidratada endovenosa, en modelos porcinos con infarto agudo del miocardio
para asi poder disminuir el dafio por reperfusion miocéardica a través de la regulacion de

mediadores inflamatorios

Integridad de la Membrana Plasmética

La restauracion de la integridad de la membrana plasmatica después de una lesion es esencial
para la sobrevida de la célula animal; esta bien documentado que el dafio de la membrana
plasmaética ocurre en una variedad de condiciones, incluyendo el infarto agudo de miocardio.

La citicolina (citidina — 5" -difosfocolina o CDP-colina) es un metabolito intermedio esencial para
la sintesis de fosfatidilcolina, fosfolipido componente principal de las membranas celulares,
crucial para mantener la fluidez transmembranal y por lo tanto la integridad celular. Estudios en
animales han sugerido que la citicolina puede proteger a la membrana celular. Estudios en
animales han sugerido que la citicolina puede proteger a la membrana celular por acelerar la
resintesis de fosfolipidos y suprimir la liberacion de &cidos grasos libres, asi como favorecer la
estabilizacion de la membrana y la reduccion de generacion de radicales libre. También han
demostrado que la citicolina aumenta la formacion de membrana celular y su reparacion y

restaurar la funcién enzimatica intracelular.

La citicolina en estudios clinicos

Numerosos estudios experimentales de evento vascular cerebral (EVC), en los que se han
utilizado la citicolina, han demostrado mejoria en la evolucion y una reduccion del tamafio del
infarto en modelos experimentales, tanto isquémico como hemorragico. La citicolina ha sido
estudiada en EVC isquémico y hemorragico, con excelentes resultados tanto de seguridad como
de eficacia. En un estudio multicéntrico de 272 pacientes con EVC isquémico, el grupo tratado
con citicolina mostro mejoria significativa en el estado de conciencia, comparado con el grupo
que recibio placebo (54% vs 29%) [34].



La citicolina no ha sido probada en pacientes que presentan infarto agudo de miocardio, en el
que también existe dafio y degradacion de la membrana celular. Un grupo recientemente ha
publicado dos trabajos realizados en el laboratorio de investigacion del Instituto Nacional de
Cardiologia, que tuvo la finalidad de valorar el efecto de la citicolina como cardioprotector. En
uno de ellos, en un modelo in vitro de dafio isquemia/reperfusion, en el preacondicionamiento y
el postacondicionamiento con 50 mg/mL de citicolina, el cual produjo una reduccion
significativa de la muerte celular inducida por estrés oxidante después de la hipoxia/reperfusion

de miocitos cardiacos [35].

En el otro estudio en un modelo de dafio por reperfusion en ratas, se demostré que la citicolina
fue util en preservar la funcion cardiaca, sugiriendo que esto se le logra evitando las arritmias
ventriculares y la caida de la presion sanguinea. También se demostré que la mitocondria

mantenia una permeabilidad selectiva [36].

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El infarto agudo al miocardio es una de las enfermedades mas frecuentes en muchos paises en
vias de desarrollo, en la actualidad permanecen como la primera causa de muerte en ancianos y

la segunda en la poblacion en general en México.

En el 2011 el IAM fue responsable de 71,072 muertes, comprendiendo aproximadamente el 11%
de las muertes. El tamafio del infarto es la principal determinante de mortalidad intrahospitalaria
y a largo plazo, por lo tanto la distribucion del tamafio del infarto ha sido un objetivo importante
en la estrategia de tratamiento para mejorar el pronostico en estos pacientes. Actualmente la
estrategia para delimitar la zona infartada es la terapia de reperfusion, ya sea a través de
angioplastia primaria o de terapia trombolitica, las cuales si se realizan a tiempo son lo mas
efectivo para limitar el tamafio del infarto, preservar la funcion ventricular izquierda y mejorar la

evolucion de los pacientes.

Sin embargo, a pesar de realizar la reperfusion de la arteria coronaria responsable en tiempo
optimo, no se logra en todos los pacientes restaurar la reperfusion a nivel de la microvasculatura
y salvar el area de miocardio esperada. Debido a que se considera que la respuesta inflamatoria
en el infarto agudo de miocardio es la principal causa de dafio por isquemia/ reperfusion ,

generada principalmente por una respuesta inmune innata.



JUSTIFICACION

Uno de los principales desafios terapéuticos en el campo de la cardiologia es disefiar estrategias
destinadas a reducir el dafio por isquemia/ reperfusion para poder salvar el mayor tejido

miocardico, pero en la actualidad ninguna se ha implementado en humanos.

Por lo que en el presente proyecto de investigacion se inserta en la necesidad de poner a prueba
la estrategia de postacondicionamiento administrando citicolina sodica trihidratada endovenosa
como cardioprotector en un Modelo Porcino para asi poder delimitar la zona de infarto,

disminuyendo el grado de inflamacion provocado por la isquemia reperfusion.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢La administracion de citicolina sddica trihidratada endovenosa como postacondicionamiento,

disminuye el grado de inflamacion y la extensién del dafio en la reperfusién cardiaca?

HIPOTESIS

La administracion de citicolina sédica trihidratada endovenosa como postacondicionamento, en
modelos porcinos con infarto agudo de miocardio disminuye el dafio por reperfusion miocardica

a través de la regulacion de mediadores inflamatorios.

OBJETIVOS DEL ESTUDIO
General

Analizar si la citicolina sédica trihidratada endovenosa disminuye el grado de la inflamacion
sobre el dafio por reperfusion en modelos porcinos con infarto agudo del miocardio, sometidos a

Angioplastia Primaria.

Especificos

1. Cuantificar el grado de inflamacion mediante PCR en suero, utilizando una curva

estandar para la determinacion de las concentraciones.



2. Correlacionar los resultados de Proteina C reactiva y evaluar el grado de inflamacion con
citicolina sddica trihidratada endovenosa y sin citicolina sodica.

3. Correlacionar los niveles de troponina | de alta sensibilidad obtenidos en suero y
relacionarlos con el grado de inflamacion en el tiempo.

4. Cuantificar el grado de inflamacion mediante citocinas proinflamatorias (IL-1 8, IL-6 Y
TNF - o) en suero, mediante el Test de inmunoensayo ligado a enzimas (ELISA),

utilizando una curva estandar para la determinacion de las concentraciones.

DISENO DE ESTUDIO

> TIPO DE INVESTIGACION
Experimental
> TIPO DE DISENO
Experimental biomédico
> CARACTERISTICAS DEL ESTUDIO
a) Por la participacién del investigador
ANALITICO
b) Por la temporalidad del estudio
LONGITUDINAL
c) Por la lectura de los datos
PROLECTIVO

Se realizo un estudio experimental biomedico, analitico, longitudinal y prospectivo, en los
eventos cardiovasculares, en el Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez” de la Ciudad
de México, con el objetivo de analizar si la citicolina sédica trihidratada endovenosa disminuye
el grado de la inflamacidn sobre el dafio por reperfusion en modelos porcinos con infarto agudo

al miocardio, sometidos a Angioplastia Primaria.

Los casos estuvieron constituidos por modelos porcinos (Sus Scrofa Domestic) con las siguientes
especificaciones, de raza Yorkshire (esterilizados), macho, peso entre 40-50 kg con
aproximadamente 5 meses de edad que llegaron al Departamento de Bioterio y Cirugia
Experimental, Instituto de Investigaciones Biomédicas UNAM del Instituto Nacional de



Cardiologia, una vez valorado el modelo porcino clinicamente y aprobado por el departamento

de bioterio y cirugia experimental se inicié el procedimiento del estudio.
El estudio de investigacion se llevo a cabo mediante dos grupos.

En el primer grupo de estudio se manejé modelos porcinos con infarto agudo al miocardio sin

administracion de citicolina sddica trihidratada endovenosa.

Al segundo grupo de estudio de modelo porcino sometido previamente a 8 horas de ayuno se le
administro ketamina a dosis Unica de 8-10 mg/kg intramuscular; enseguida paso al servicio de
anestesiologia los cuales prepararon al modelo porcino con un catéter venoso central y
administraron farmacos anestésicos, antes de iniciar el procedimiento (generar el infarto agudo al
miocardio) se tomaron muestras de plasmay suero, se realiz6 un electrocardiograma de control y

postinfarto se tomd un ecocardiograma.

Posteriormente al modelo porcino se le genero un infarto durante 60 minutos, mediante la
introduccidn percutanea de un catéter de angioplastia JR a través de la arteria femoral derecha
con un introductor 6F, se ascendio hasta llegar a la arteria descendente anterior, se inflo un balén
de angioplastia de 2 x 20 mm a 4 atmosferas distal a la arteria, se comprueba la obstruccion del

flujo coronario mediante la inyeccién de contraste angiografico.

Se le administro al modelo porcino ya con el Infarto agudo al miocardio citicolina sodica
trihidratada por el catéter venoso central una dosis de 500 mg/2ml por via intravenosa en el
siguiente tiempo: basal, 30 minutos, 12 horas, 24 horas, 48 horas, 60 horas, 72 horas, 84 horas y
96 horas. Durante el procedimiento se le tomo al modelo porcino un electrocardiograma de 12

derivaciones y un ecocardiograma en los siguientes tiempos: Basal y a los 60 minutos.

Se tomo muestras de plasma y suero extraidas del catéter venoso central en los siguientes
tiempos: basal, 30 minutos, 45 minutos, postinfarto (60 minutos), 3 horas, 6 horas, 12 horas, 18
horas, 24 horas, 48 horas, 72 horas y 96 horas. Posteriormente se procesaron algunas muestras en
el laboratorio de Medicina traslacional de la Unidad Periférica UNAM en Instituto Nacional de
Cardiologia Ignacio Chavez; separando las muestras en la centrifugadora a 25,000 revoluciones
por minuto sin freno, después hubo una extraccion de suero de los tubos EDTA-K y Citrato de

sodio en una cabina de flujo laminar, se extrajo el suero de ambas muestras por medio de



micropipetas y se guardaron en microtubos con tapa a presion, que se guardaron en un

refrijerador de ultracongelado de -80° centigrados.

A las 24 horas posterior al procedimiento se le administro ganolinio intravenoso por el catéter
venoso central y se llevd al modelo porcino a sacar una resonancia magnética de control para

valorar el area de infarto agudo al miocardio.

A las 96 horas se le dio punto final humanitario y se extrajo el tejido cardiaco para realizar los
cortes macroscopicos para su observacion en el microscopio y se realizo el anélisis y
comparacion de la presencia y concentracion de marcadores inflamatorios en el modelo porcino
con infarto agudo de miocardio con elevacion del segmento ST, tratados y no tratados con

citicolina sédica trihidratada endovenosa.

VARIABLES Y ESCALA DE MEDICION
1. Variable (s) Independiente (s): Citicolina sddica Trihidratada Endovenosa.

2. Variables (s) Dependiente (s): area de infarto, marcadores inflamatorios, PCR, Troponina

Anadlisis estadistico: se hizo la prueba mediante U de Mann- Whitney.

MATERIAL Y METODOS

Grupo de Estudio

Universo: Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez, Ciudad de México.
Unidad de Observacién: Modelo porcino.

Método de Muestreo:

v Raza: Yorkshire
v Sexo: Macho

v Peso: 40-50 kg
v

Edad: 5 meses aproximadamente
Tamafio de Muestra:

n= 22 porcinos Experimental= 8 porcinos Control= 2 porcinos



CRITERIOS DE INCLUSION
1.- Modelo porcino que cumpla las siguientes caracteristicas:

1.1.- Modelo porcino de raza Yorkshire (Esterilizados), del sexo macho, con un peso de

40-50 kg con una edad de 5 meses aproximadamente.
1.2.- Ayuno minimo de 8 horas antes del procedimiento quirdrgico.

2.- Modelo porcino que cumpla las siguientes caracteristicas durante el procedimiento

quirdrgico:
2.1.- Adecuado manejo de control de via aérea y signos vitales estables.

2.2.- Infarto agudo al miocardio mediante perfusion cutanea con un catéter de
angioplastia a través de la arteria femoral durante 60 minutos.

2.3.- Oclusion de la arteria coronaria descendente anterior.
2.4.- Modelo porcino de no mas de 1 paro cardiorespiratorio.
2.5.-Reanimacion cardiopulmonar que no dure mas de 10 minutos.
2.6.- Elevacion de las enzimas cardiacas.
2.7.- Alteracion en el trazo electrocardiografico.

3.- Modelo porcino que cumpla las siguientes caracteristicas postquirargicas
3.1.- Adecuada recuperacion anestésica y postquirargica.

3.2.- Adecuada vigilancia por el servicio de veterinario durante 5 dias para descartar

infecciones o malformaciones cardiacas.

CRITERIOS DE EXCLUSION

1.- Modelo porcino que presente, fibrilacion ventricular. Choque cardiogénico, trombosis de
stent.

2.- Modelo porcino con antecedentes de enfermedad crénica u otras patologias.

3.- Modelo porcino que presente infecciones postquirdrgicas o sistémicas.



4.- Modelo porcino que presente alteraciones anatomicas.

VALORACION DE MUESTRAS

Valoracion de la respuesta Inflamatoria
La obtencion de muestra de sangre de Proteina C Reactiva (PCR) y Troponina | de Alta

Sensibilidad, se obtuvo mediante el catéter venoso central del modelo porcino en los siguientes
tiempos: basal, 30 minutos, 12 horas, 24 horas, 48 horas, 60 horas, 72 horas, 84 horas y 96 horas.
Posteriormente la muestra se deposito en el tubo BD Vacutainer color amarillo con gel separador
de suero y activador de coagulacion, y se llevé para su procesamiento al laboratorio Central del
Instituto Nacional de Cardiologia " Ignacio Chavez" para la obtencion de resultados en forma

impresa.

El Test de Ensayo Inmunoenzimatico (ELISA) directo tipo sdndwich utilizando el Kit
Quantikine de R & D, para determinar las concentraciones en suero de citocinas
proinflamatorias, IL-1 B, IL-6 Y TNF-a (Obtenidos en los siguientes tiempos: basal, 30
minutos, 12 horas, 24 horas, 48 horas, 60 horas, 72 horas, 84 horas y 96 horas), se planeaba
obtener mediante la curva estandar del suero problema para la obtencién de las concentraciones a
partir de la extraccion de la sangre del modelo porcino mediante el siguiente proceso:
sensibilizacion de la placa, agregacion del suero problema, lavado, agregacion del anticuerpo
secundario ligado a enzima, lavado, agregacion del sustrato, espera de la reaccion colorimétrica,
detener la reaccion y posteriormente meter la placa al lector de placas para obtener los

resultados.

Valoracién del tamafo del infarto

Al modelo porcino se le realizo un electrocardiograma de 12 derivaciones en el siguiente tiempo:
basal y a los 60 minutos para su valoracion y comparacién de cambios electrocardiograficos
mediante el programa: Image Processing and Analysin and Analysis in Java en el modelo

porcino con y sin administracion de citicolina sddica trihidratada endovenosa.

El equipo especializado del Instituto Nacional de Cardiologia al modelo porcino le tomo un

ecocardiograma basal y a los 30 minutos postinfarto para poder analizar si hubo alguna



disminucion en el grado de inflamacion sobre el dafio por isquemia reperfusion sometidos a

Angioplastia Primaria con y sin la administracion de Citicolina Trihidratada endovenosa.

A las 24 horas postinfarto se llevo al modelo porcino a tomar una resonancia cardiaca (RMC) de
alta resolucion para la cuantificacion del tamafio de infarto y asi mismo para poder identificar las
areas dafiadas, pero no infartadas como el edema miocardico, la fibrosis, el grosor de la pared
cardiaca y la hipertrofia, asi como la evaluacion del tamafio ventricular del movimiento de la

pared y la transicion temporal entre isquemia e infarto.



RESULTADOS

Concentraccion de PCR en periodo de
Isquemia/Reperfusion
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Grafica 1.- Concentracion de PCR en pg/mL en periodo de dafio por Isquemia/
Reperfusion en comparacion con la media entre el grupo control y el grupo
experimental.

Durante los 60 minutos de infarto no se presenta ninguna diferencia de PCR entre el grupo

control y el grupo experimental.

A las 6 horas se ve un aumento de PCR del 10.96% en el grupo experimental respecto al grupo

control.

A las 12 horas hay un aumento de PCR del 39.98% en el grupo experimental respecto al grupo

control.

A las 18 horas se ve un aumento de PCR del 48.65% en el grupo experimental respecto al grupo

control.

A las 24 horas hay una disminucién de PCR del 42.89% en el grupo experimental respecto al

grupo control.



A las 48 horas hay una disminucion del PCR del 25.98% en el grupo experimental respecto al

grupo control.

Posteriormente a las 72 horas hay una disminucién de PCR del 64.26% en el grupo experimental

respecto al grupo control.

Concentraccion de Tropinina | de alta sencibilidad en periodo de
Isquemia/Reperfusion
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Grafica 2.- Concentracidn total de Troponina I de Alta Sensibilidad en pg/mL en el periodo
de dafio por isquemia/ Reperfusion entre el grupo control de la mediay el grupo
experimental.

A las 6 horas se observa una disminucion de Troponina | de alta sensibilidad de 36.25% en el
grupo experimental respecto al grupo control.

A las 18 horas observamos una disminucion de Troponina | de alta sensibilidad del 22% en el

grupo experimental respecto al grupo control.

Posteriormente a las 48 horas se observa una disminucion de Troponina | de alta sensibilidad de

un 80% en el grupo experimental respecto al grupo control.



Area total del Infarto en

cm?2
16

14
12
10

o N B~ OO

Experimental Control

Grafica 3.- Determinacion del area de infarto en cm2 entre el grupo control y el grupo
experimental.
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Determinacion del area de infarto en cm2 mediante el programa de IMAGEJ con los cortes
macroscopicos del tejido cardiaco entre el grupo control y el grupo experimental.

La determinacion del area de infarto se realizo mediante el programa de IMAGEJ con los cortes

macroscopicos del tejido cardiaco, tomando en cuenta 8 muestras del grupo experimental y 2 del



grupo control, donde se observé que en el grupo experimental el area de infarto promedio fue de

4 cm2 respecto al grupo control que fue de un promedio de 15 cm2.

CONCLUSIONES

1.- En el modelo porcino se produce una alteracion de la respuesta inmune innata durante las
primeras horas de la reperfusion. Esta alteracion se caracteriza por la elevacion de Proteina C
reactiva y Troponina | de alta sensibilidad.

2.- Existe un incremento del proceso inflamatorio medado por citosinas inflamatorias en suero se

asocia a un mayor tamario de infarto.

3.- Al administrar Citicolina Sodica Trihidratada endovenosa como Cardioproteccion se asocia a

un menor tamarfio de infarto debido a que hay una disminucion en el proceso inflamatorio.

4.- Se esperaba un incremento agudo del entorno inflamatorio mediado por un aumento de
citocinas proinflamatorias principalmente (IL- 1, IL-6 y TNF-a), pero por motivo de la
pandemia de SARS-CoV-2 (COVID), solo se obtuvieron las muestras, pero no se pudieron

procesar porque no se conto con los reactivos.

CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

1ro de febrero de 2020 al 31 de enero del 2021

ACTIVIDADE |[RESPONSABL | Febrer | Abril | Juni | Agosto Octubre | Diciemb

S ES 0 0 . . re
May Septiemb | Noviemb
Marzo | o Julio | re re Enero
Asistir aun Medico pasante X X X
Curso de del Servicio

Metodologia de | Social en

la Investigacion. | Investigacion:

Yesenia Sarahi




Garcia Avila

Recopilar méas
informacion
acerca de los
marcadores de
inflamacién y el
dafio que causa
al momento de

la reperfusion.

Medico pasante
del Servicio
Social en

Investigacion:

Yesenia Sarahi
Garcia Avila

Estudiar la
anatomia del
modelo porcino
ya que los dias
viernes tendré
practica en el
laboratorio de
Medicina
Traslacional de
la Unidad de
Investigacion
UNAM-INC.

Medico pasante
del Servicio
Social en

Investigacion:

Yesenia Sarahi
Garcia Avila

Practica de
laboratorio en
Unidad de

Investigacion

Medico pasante
del Servicio
Social en




UNAM-INC.
(todos los dias

viernes)

Investigacion:

Yesenia Sarahi

Garcia Avila

Asistir los dias
viernes a sesion
clinicaen el
auditorio del

hospital.

Medico pasante
del Servicio
Social en

Investigacion:

Yesenia Sarahi

Garcia Avila

Elaboracion del
instrumento de
medicion para
pacientes
tratados y no
tratados de

Yesenia Sarahi
Garcia Avila

citicolina.

Seleccion de Medico pasante
muestra del Servicio
(pacientes con Social en

IAM)

que se
encuentren
hospitalizados

enel INCy que

Investigacion:

Yesenia Sarahi

Garcia Avila




lleguen al
departamento de

urgencias.

Realizacion e
interpretacion de
electrocardiogra
ma de 12

derivaciones al

Medico pasante
del Servicio
Social en

Investigacion:

Yesenia Sarahi

ingreso- de Garcia Avila
urgencias.

Registro de Medico pasante
datos en del Servicio
programa Social en
operativo. Investigacion:

Yesenia Sarahi

Garcia Avila

Capacitacion del
laboratorio
clinico del INC
para toma de
muestras e

interpretacion.

Medico pasante
del Servicio
Social en

Investigacion:

Yesenia Sarahi
Garcia Avila




Toma de
muestras
(Ensayos de
ELISA,
aislamiento del
RNA ,cuantificac
ion de
transcritos
inflamatorios,ev
aluacion de los
eventos
cardiovasculares
adversos durante
la

hospitalizacion).

Medico pasante
del Servicio
Social en

Investigacion:

Yesenia Sarahi
Garcia Avila

Realizacion de
curva estandar
para determinar
las
concentraciones
de la respuesta
inflamatoria
posterior a la
terapia de

reperfusion.

Medico pasante
del Servicio
Social en

Investigacion:

Yesenia Sarahi

Garcia Avila

Analisis de
datos de la

cuantificacion

Medico pasante
del Servicio

Social en




de transcritos
inflamatorios
mediante la
reaccién en
cadena de la

polimerasa en

Investigacion:

Yesenia Sarahi

Garcia Avila

tiempo real.
Captura de Medico pasante
informacion. del Servicio
Social en
Investigacion:
Yesenia Sarahi
Garcia Avila
Anélisis de Medico pasante
resultados. del Servicio
Social en
Investigacion:
Yesenia Sarahi
Garcia Avila
Informe Medico pasante
preliminar. del Servicio
Social en

Investigacion:

Yesenia Sarahi




Garcia Avila

Informe final.

Medico pasante
del Servicio
Social en

Investigacion:

Yesenia Sarahi

Garcia Avila

Publicacién de

la investigacion

Medico pasante
del Servicio
Social en

Investigacion:

Yesenia Sarahi

Garcia Avila

1.1-

modelo de investigacion del 1ro de Febrero de 2020 al 31 de enero del 2021.

Tabla de grafica de Gantt donde se muestra de forma cronoldgica el desarrollo del




DESGLOSE FINANCIERO
MOD. ORD. /80/2017

FONDO SECTORIAL DE INVESTIGACION EN SALUD Y SEGURIDAD SOCIAL CAR
GENRAL.

Convenio de asignacion de recursos que celebran por una parte, nacional financiera, s.n.c.,
fiduciaria del fidecomiso publico de administracion e inversion denominado “fondo sectorial de
investigacion en salud y seguridad social”, en el sucesivo el “fondo”, representado en este acto
por el Dr. Rodolfo Cano Jimeénez, en su caracter de se secretario administrativo, asistido por la
m. En c. Margarita Irene Calleja y Quevedo, en su caracter de secretaria técnica; y por la otra,
el/la Instituto nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”, en lo sucesivo el “sujeto de apoyo”,
representado por el/ la I.c. Armando Acevedo Valadez, en su caracter de representante legal,

instrumento que sujetan al tenor de los antecedentes, declaraciones y clausulas siguientes:
ANTECEDENTES

1. Enelarticulo 1, fracciones | y Il de la Ley de Ciencia 'y Tecnologia (LCyT), regula los
apoyos que el Gobierno Federal se encuentra obligado a otorgar para impulsar, fortalecer,
desarrollar y consolidar la investigacion cientifica, el desarrollo tecnolégico y la
innovacion general en el pais, asi como determinar los instrumentos, mediante los cuales
éste cumplira con dicha obligacion.

2. LaLey Organica del Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia dispone, en su articulo
13, que la canalizacidén de recursos por parte del Consejo Nacional de Cienciay
Tecnologia, en lo sucesivo el “CONACYT”, a programas, proyectos, estudios,
investigaciones especificas, otorgamiento de becas en sus diferentes modalidades y
cualquier otro apoyo o ayuda de caracter econémico que convenga o proporcione, estara
siempre sujeta a la celebracion de un Contrato o Convenio, segun sea el caso.

3. El plan Nacional de Desarrollo (PND) 2013-2018, publicado en el Diario Oficial de la
Federacion el 20 de mayo de 2013, establece en su Objetivo 3.5 hacer del desarrollo
cientifico, tecnologico y la innovacion pilares para el progreso econémico y social
sostenible.

4. EIl Programa Especial de Ciencia, Tecnologia e Innovacion (PECITI), publicado en el
Diario Oficial de la Federacion el 30 de julio de 2014, cuyos objetivos, estrategias y



lineas de accion deberan alinearse con la Meta 111 y el Objetivo 3.5 del PND, establecen
la obligacion de contribuir a que la inversion nacional en investigacion cientifica y el
desarrollo tecnoldgico crezca anualmente y alcance un nivel del 1% del PIB; contribuir a
la formacion y fortalecimiento del capitulo humano de alto nivel; impulsar el desarrollo
de las vocaciones y capacidades cientificas, tecnoldgicas y de innovacién locales, para
fortalecer el desarrollo regional sustentable e incluyente; contribuir a la transferencia y
aprovechamiento del conocimiento, vinculando a las instituciones de educacion superior
y los centros de investigacion con los sectores publicos, social y privado; y contribuir al
fortalecimiento de la infraestructura cientifica y tecnoldgica del pais.

Con fecha 20 de septiembre de 2002, la Secretaria de Salud (“SECRETARIA”), el
Instituto Mexicano del Seguro Social (“IMS”) y el “CONACYT” con fundamento en los
articulos 23, fraccion I, 25y 26 de la LCyT, celebraron un Convenio para establecer el
“FONDO”.

Con fecha 3 de Septiembre de 2003, se suscribié un Convenio Modificatorio al
“CONTRATO” con objeto de formalizar la incorporacién del Instituto de Seguridad y
Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado (“ISSSTE”), al Convenio celebrado por
la “SECRETARIA”, el “IMSS” y el “CONACYT”, con fecha 20 de septiembre de 2002.
. E1“FONDQ”, en términos del articulo 25, fraccion I de la LCyT, considera como
sujetos de apoyo a las Universidades e Instituciones de Educacion Superior, publicas y
particulares, centros, laboratorios, empresas publicas y privadas y demas personas que se
inscriban en el Registro Nacional de Instituciones y Empresas Cientificas y Tecnoldgicas
(RENIECYT), los cuales son elegidos mediante concurso y bajo las modalidades que
expresamente determine el Comité Técnico y de Administracion, con apego a las Reglas
de Operacion del Fideicomiso y segun la Convocatoria correspondiente.

. En la fecha 28 de Feberero de 2017, se pubico la Convocatoria denominada: “Fondo
Sectorial de Investigacion en Salud y Seguridad Social SS/ IMSS/ ISSSTE- CONACYT,
Convocatoria 20177, Categorias 1, 2 y 3 (Convocatoria de problemas especificos del
sector salud, Jovenes Investigadores y Proyectos de largo aliento), en los sucesivo la
“CONVOCATORIA”.

El Comité Técnico y de Administracidn, en su Trigésima Segunda Sesion Ordinaria, de

fecha 13 de septiembre de 2017, autorizo la canalizacién de recursos a favor del



“SUJETO DE APOYO” por un monto de $1,750,000.00 (UN MILLON SETECIENTOS
CINCUENTA MIL PESOS 00/100 MN) , para el desarrollo de la propuesta denominada
“EFECTO CARDIOPROTECTOR DE LA CITICOLINA INTRAVENOSA EN UN
MODELO PORCINO DE DANO ISQUEMIA/ REPERFUSION™, en lo sucesivo el
“PROYECTO”.

CONSIDERACIONES ETICAS

De acuerdo a la NORMA oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, Especificaciones técnicas

para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio, la participacion de modelos

porcinos en este estudio conlleva a un tipo de riesgo: Con riesgo minimo.
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