UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIO SUPERIOIRES CUAUTITLAN

'VNIVERADAD NACJONAL
AVFPNMA DE
MExXIco

EVALUACION DE CAPTOPRIL Y LQM319 EN EL INFARTO MIOCARDICO
MEDIANTE BIOMARCADORES DE CREATIN CINASA (CK-MB),
MIOGLOBINA (Myo) Y TROPONINA (cTnl)

TESIS

PARA OBTENER EL TITULO DE

QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGA

PRESENTA

Gabriela Cortes Martinez

ASESORAS
Dra. Luisa Martinez Aguilar
M. en C. Jazmin Flores Monroy

Dra. Patricia Ramirez Noguera

CUAUTITLAN IZCALLI , ESTADO DE MEXICO 2013




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERI % UTITLAN
UNIDAD DE ADM{K{ ”ﬁ’fﬁ COLAR
DEPARTAMENTO DE EXAMENES PROFESIONALES

2
VNIVERGDAD NACIONAL
AvPreMA DE
MERICO

Con base en el Reglamentc General de Examenes, y la Direccion de la Facultad, autoriza al alumno:
Gabriela Cortes Martinez
Con numero de cuenta: 303106399 a presentar el: Trabajo de Tesis

Evaluacion de Captopril y LQM319 mediante Biomarcadores Creatin Cinasa (CK-MB), Mioglobina (Myo) y
Troponina | (cTnl)

Bajo la asesoria de la: Dra. Luisa Martinez Aguilar
Para obtener el titulo de: Quimica Farmacéutica Bidloga

PROFESORES QUE INTEGRAN EL. JURADO

NOMBRE FIRMA Y FECHA
b .
PRESIDENTE Dra. Luisa Martinez Aguilar * g a J?/ ///55
/I«ﬁ%f
VOCAL Dr. Andrés Romero Rojas 4 /7 /c S //‘)
SECRETARIO M. en C. lidia Rangel Trujano /*// 3
r 4
ler. SUPLENTE QFB. Ma. de Lourdes Galvan Ruiz ‘ \\ Iy ﬂw I 13
2do. SUPLENTE QFB. Azucena Lee Mendoza ﬁ@ b4 lesii3

Atentamente notificamos su participacion en la revision y evaluacion del trabajo para que en un plazo no mayor a 30
dias habiles emita su VOTO APROBATORIO.

ATENTAMEN E- "
“POR M| HABLAF&A-EL&SPlRlTU"
Cuautitian lzcallky«gx. & 30:gde abril de 2013.

JEFA DEL DEPﬁéTAMENTo

NOTA: los sino;{a]es's'ﬁb“l'éntes éstin abligados a presentarse el dia y hora del Examen Profesional (art. 127).

HHA/pm 1



Ruimico ~starmacéutico SSidlogo

CUAUTITL.

N

>

Aoradecimientos

Cuando comencé a esendbin mi tescs, nunca ened que la pante mdo dificd de este trabajo
denca escndbin estas luweas, g ahona que me encuentro aguc freute a edta hoja wo
encucutro las palabras poana demostrar a cada wna de las personas wi iumense carndio,

Y creo que comengare a deviamar alyunas lignimas, for edo sené breve. . .

Agradegeo a Divs por darme of maravilloso regale de la vida y compantinta con mi
apoye en Todo momente de wi vida. Por caidarme scempre gy Uenarme de bendiciones

4 mis padnes gque a pesar de tedo lo que hemos pasade scempre estdn los dos junitos
farna apoyarme cada quien a du manera feno jamde dejarme sola a fesar de wi forma
ensenarnme desde peguena lo importante de terminar lo que de empicza con eatrega ¢
dedicacisn, fpero sobre todo con amor a lo que se hace, ¢¢ que uno dempre lo demuestro
apoyarme y no dejarme vencer, me dento tan orgullosa de tenelos a wstedes forgue con
u efemplo tambicn me foumaron ¢ sobne tode GRACTAS for ser mis padhnes. ..

A mé papd Pedno, muchas gracias pon eosas charlas de molivacisn porgue sin ellas tal
wey desde el inccco hubiese desistido gy abandonado lo gue akhora adoro tants, for darme
demodtrarnos que a pedan de las advensidades se puede conclucr una carnera. .. te guiero
macho.

A wi gran seiona, mi madne Lily. yracias por exigoume porgue foor esa nagin soy guien
doy, for todos esos negancd forngue de lo importante que domod fana ¥, for dempre




Ruimico ~starmacéutico SSidlogo

CUAUTITL.

N

>

acompanarme hadta altas horas, como licn Ui diced hadta crme a dovmén, gracias fror
guiarme scempre pon el buen camine, aguc tienes ol nesultado de tu esfuernse md, forgue
macho.

A mis abuetitas Guadalupe Salvader’ 4 Gatbiela Martiney’ que o6 que desde doude
ejemplo de lucharn coutra el mando, don wmi inspiracion lae amo gy lae extraio
tante;;; ... Leo dedicd todo lo que hage dia a dea.

A més bormanites, Hezgita 4 Gogo, fon tedos esos dias de somnisas fpongue din udtedes
i uida wo denca tan diventida, son los mejones lienmanos los guieno a montoned, gracias
diguen ustedes. stempe loo apoyaré y o que lo logranduj;

A wmis amiges, porque dn adtedes edta vida wo Tendnia dabior don ana parte muy
importante de mé vida... Gracias Roberte Sdnckey rtgundis for cuidarme scempre, for
apoyarnme, escucharnme danante estos 2l anos de comocernos enes awe mds de mis
por acompanarme desde el inicio de la camena g hasta ahona, te debo muche, gracias
por desvelarte commige lhaciendo todas las tareas ¢ explicdndome hasta laceume
eatender, graciad por fodad edad experienciad divertidad ¢y wo tan divertidas, gracias
por todoj; . ... Loo mega guiensy;

gracias fpor estar conmige y volar lo mde alte amor lhadta conguistar el mando... te




Ruimico ~farmeaciutico Bidlogo | 5222

# la Univensidad Hacional futinoma de Ménico for sern wucstra mdvima casa de
edtudios y nuestha sequnda casa dunante tanto tiempo. Por peunilivme formar parte de
eta maravillosa Tustitucisn g darme la oportunidad de Uenarme de orgallo al ¢er
wncvenscitania. Porgue danante mé estancia desde of (olegio Cliencias y Fumanidades
Vallejo liasta abora la Pacultad de Estudios Superiones Cuautitlin me lhan brindado
conocd a pendonas extraordinarias a las que agradesco el conscimiento y expenienciad,
gracias a mis frofesones for exigime el mdximo como ferdona y dia a dia me guiaron
en mé formacion gy concludion de mé carrnena, foon endenarme a amanta y entender forgue
domoe ongallosamente 278 °s.

A la Dra. Luisa Warntiney Agudar fucsts que gracias a u paciencia y dedicacion
grandes suenss. Gracias por fouman parte de esta historia de conscimientos adguinidos,
#or enseqanme lo importante que es eomenanme y fronerle no dolo mi esfuenso, tambicn mi
cardio a la investigacion y abroume eda fuenta fana foumanme frofesionalmente. Gracias
for penmitinme den pante de u equipo de trabajo ¢ dempre apoyarme en fods. .. depa
woted gque la admine demasiade. ..

A la M.en C. Jagmin Poves Agudlar for cu acesoramicnts y apoye durante la

realizacion de edte froyecto nealizade en ol Laboratorie de Farmacologia del Miscandio
wbicade en la Unidad de Posgrade de la Facultad de Eotudios Superiores

gran  frofesconal y tabajadora dispuesta a ayudar en (oo pasee que damoe dentro de
Za/- a- ."

A ta Dra. Pavvicia Ramnez Hoguena de la Faculiad de Estudios Superiorcs
Cuaatitlin Campo 4. por su apoye en la nealizacisn de mi esis.




Ruimico ~starmacéutico SSidlogo

C

UAUTITLAN

A bononablle juwnads. gracias por compartin este momente Taw (eliy de wmi ovida
profesional. Por brindarme su ayuda frofesional g académica para que edta tesis
th//

Se agradece a la DAGEAPA-WHUAM (royects PAPITT-THIEEIS-3 4 a la
CHATIEDRA CONS-26- FES - CUAUTITLAN-UNAN.

——
wn
 —



Ruimico ~starmacéutico SSidlogo

CUAUTITLAN
INDICE
Pagina
INDICE DE TABLAS........ctiiiitienitiiestsnsstsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasss 8
INDICE DE FIGURAS ......coiiiiiieiitiicntinsstnssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasns 8
INDICE DE GRAFICAS ........ooiiieiiiiinenncstnssssssssessssssssssssssssssasssasssssssssssssssssssssssssssssssssssasns 9
ABREVIATURAS ....citttiiiitteiiiiineisiinesiiiismesiiimsssitiamesotmssssstmasssotmsnsssstsssssssmansssssssssssssansssssannes 10
1. INTRODUCCION ....cccceiimmuiinimneseinnnesssimsnssesmsnesssnmssssssrssssssssassssssesssssssassssssssssssssssssssssansssss 12
2.  GENERALIDADES .......cceceitttmmeniiimmnesenirnesisimanesssimsssssnmssssistsssssssmassssssssssssssasssssssssssssrsssssssses 14
2.1 Fisiopatologia del infarto MIOCAIAICO .......eevvereirieeiiee ettt e 15
2.1.1 Causas del infarto MIOCATAICO ........eevueeriiiiiieiie e 15
2.1.2 Formacion de la leSion MIOCATICA. .....co.veeueeriieriieieesiie e 17
2.2 Diagnéstico bioquimico de infarto miocardico (IM) ........cevevveieiieeee e, 18
2.3 Marcadores bioquImiICOS CardiACOS ........veeireieiereeeiiieecieee e et e eee e e e e sre e sree e sereeenneas 19
2.3.1 Protein@ ENZIMAtICA ......veevveeriieeiieriiesiee e 20
2.3.1.1  Creatincinasa (CK-MB) ......ccveiiiiieceee ettt s e 20
2.3.2 Proteinas N0 ENZIMALICAS......ccveeruierieriietiesiie sttt sttt ettt st et sae e st e e i e saeesaeeens 22
R B N [ 1oTe (o] o] o IR 22
R A | (] oo 111 SRR 23
24 Farmacologia de los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (IECA) ............. 25
2.4.1 MECANISMO DE ACCION .....oviievieeeeeeee e 26
2.4.2.2 CompueStoLQM 319%0 . ..ottt 31
I © 121 1 1Y N 34
3.1 ODJELIVO GENETAl ...eeveviieceieeeiee ettt e et e e e ta e e sabe e e s abeeeabeesabeeesabeeeanaaeans 34
3.2 ODbjetivVOS PartiCUIAreS. .........cevveeiieriie sttt e s e e nneas 34
B, HIPOTESIS ....veueueeeererersrsssssesessssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesens 35
5. MATERIALY METODOS.....cccccitttmmiiiinnniiciieneiciiensiieiiensisisssississsistssnsssmssssissssnsssssssnssssses 35
5.1 Material BIOIOGICO ... .veeeeieeeeiee ettt ettt ettt ettt e sttt e et e st e e st eenneee e 35
0.2 MUESHraS ULIZAAAS .....ceeeeeeeeieeeiee ettt ettt e st e e st e e saeee e 35
D.3 REACHVOS ...ttt ettt ettt ettt e e at e et e e s ate e e ateeebeeesteeeanneeea 36
DA MALEIIAIES. ... oottt ettt e ettt et e e et e e b ee e steeennneeea 38




Ruimico ~starmacéutico SSidlogo

SR B =10 [0 P RPRSSTS 33
5.6 DiSEio EXPEIIMENTAL ... .eeeiiiiiee ettt e e e et e e e e eabe e e e erabae e e e straeeeeans 34
5.6.1 Pretratamiento con farmacos captopril y compuesto LAM319 .......occvvviiivcieieeee e, 35
5.6.2 Induccion de infarto miocardico por oclusion coronaria descendente anterior izquierda in vivo.
Se realiz6 una cirugia por ligadura permanente. .........coocevrrcereriee e e 36
5.6.3 ODtENCION A& MUESIIAS ....c..veeeeeiieiie e 36
5.6.4 Técnicas para la determinacidn de biomarcadores cardiaCos..........cccvvveveereveercreeercveeeenen. 37
5.6.4.1 Determinacion cuantitativa ............ceeerieeiiiie i 37
5.6.4.1.1 IsoenzimaCreatinCinasSa MB ...........c.covcveierieeicieiecee et 37
5.6.4.2 Método en Analizador Espectofotometro UV .........ccvveeieeiiiee e 38
5.6.4.3 Método de un Paso Estilo Casette.........uevvueeiiiiieiiieiieeeeec e 40
5.6.4.4 Troponina | cardiaca estilo casete para SUEKO.........cecveeeceveeiieeeciee e 40
5.6.4.1.1Mioglobina estilo casete para SUETO. ........cccveerveieiiee et 40
5.6.5 Valores de referenCia..........oocveereeiieeiieeiiieeese e 41
6. RESULTADOS ...ccuiiimueiiiinneiiiimmessiimsesioiimmesisimanssssimsssotmsnssistmsssstmasssistmanssssmsssssstsssssssssssssssnes 42
6.1 Resultados del porcentaje de area necrosada en los diferentes grupos. ........cccceccveveveveenee. 43
6.2 Resultados de los biomarcadores CardiaCos ..........couevveereerieriieeneenieeieenee e 45
6.2.1Determinacion de la Isoenzima CK-MB post-infarto miocardico 24 h de oclusion. ................. 45
6.1.1Determinacion de la Isoenzima CK-MB post-infarto miocardico 48 h de oclusion. ................. 46
6.1.2Determinacion de la proteina Troponina | pos-infarto 24 h de oclusion. ...........cccccveevveeeneen. 47
6.1.3Determinacion de la proteina Troponina | pos-infarto 48 h de oclusion. ..........ccccovvevveeenneen. 48
6.1.4Determinacion de la proteina Mioglobina pos-infarto 24 h de oclusion. ............ccccceeeveveeeneen. 49
6.1.5Determinacion de la proteina Mioglobina pos-infarto 48 h de oclusion. ...........ccccvvevveeeneen. 50
7. ANALISIS DE RESULTADOS ....ccucciiitmuiiiinnniciianeciissmieiisnisissmsiissssisissntmssssssssssssnsssses 51
8. CONCLUSIONES ...ccuuiiiirneieimnneiseimnsieiisnesiisssissisnsssetssnesstisnssissssnsssssssssistsansssssssssssssanssssssnnes 56
9. REFERENCIAS .......iittiiiiintiiiieneieiisnieiisnmieiianeiiiessietiensietssssisstssssiessanssssssssssssssnssssssnsssssses 57
Y 4= o 0 61




Ruimico ~starmacéutico SSidlogo

CUAUTITLAN
INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Propiedades de los marcadores de necrosis cardiaca.....................cooevviieiiivinnnnnnn, 9
Tabla 2. Valores de referencia en lAM...........oooiiiiiiii e 41
Tabla 3. Porcentaje de area de infarto miocardico después de 24 h de oclusion sin'y con 43
HrAtAMIENTO. ... e
Tabla 3. Porcentaje de area de infarto miocardico después de 48 h de oclusion sin'y con 44
rAtAMIENTO. ... e
INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Perfil temporal de los biomarcadoresMyo, CK-MB y Troponina de necrosis

cardiaca después de infarto miocardico agudo...........cccceeeiiiiiiiiiiiii 14
Figura 2. Fases de un infarto por Electrocardiograma.............ccoccvvvveeeieiiiiiiie e, 17
Figura 3. Lesién miocardica, formacidn de la placaateromatosa..............cccvvvveeieeennnnen. 18
Figura 4. Cinética de la enzima CreatinCinasa MB...............ccccocieiiiiiiiiiee i, 21
Figura 5. Esquema bidimensional del grupo HEMO.............coooiiiiiie 22
Figura 6. Cinética de la proteina Mioglobina.................cooviiiiiiiiiiiiiiiieceeceee i 23
Figura 7. Estructura de una microfibrilla..................ccccoiiiiiii 23
Figura 8. Cinética de la proteina Troponina..............eeeeiiiiiiiiiiiiiieee e 25
Figura 9. Mecanismo de accion de farmacos IECA y su sitio de accion.............ccceveeeeennnn 27
Figura 10. Estructura quimica del Captopril.............uviiiiiiiiiiiiieceeeeee 28
Figura 11. Estructura quimica del compuesto LQM319[4-terbutil-bis-(2,6-tiomorfolin-4-
MELI-TTENON.....eeieee e 31
Figura 12. Molécula de la Changrolina, en tres regiones..............cccvvvviiiiiiieeeiiiineeenne, 32
Figura 13. Reaccion quimica para la sintesis de los compuestos Ditiomorfolinicos............. 33
Figura 14.Induccién del Infarto Miocardico por oclusién coronaria..........c...ccccveeeeinne.. 35
Figura 15. Tratamiento de rata Wistar macho por V.IM...........ccoovii e 36
Figura 16. Sistema S-MONOVETTE®..........cccuvviiiiiiiiiiee e 36
Figura 17.Funcionamiento del sistema S-MONOVETTE®.............ccccoveviiiiiiiiiiicc 36

——
(o]
 —



Ruimico ~starmacéutico SSidlogo

$ = 22
UNAM

Figura 18. Bafio Maria analégico THERMO FISHER®...............ccccoooiiiiiici, 37
Figura 19. Programa analizador “SIMPLE READS APPLICATION VARIANS"..................... 38
Figura 20.Espectrofotometro CARYTE UVIVIS.........ooooiiiiiiii 38
Figura 21. Programa analizador “SIMPLE READS APPLICATION VARIANS” en proceso de

B CIUTA. e 39
Figura 22. Casete para prueba rapida.............oovviviiiieee e 40
Figura 23. Ejemplo de resultados para el método Estilo Casete..............cccovviiiennnnnn 41

INDICE DE GRAFICAS

Gréfica 1. Resultados de CK-MB a 24 h de tratamiento..............ccccceiiiiiiecc i, 45
Grafica 2. Resultados de CK-MB a 48 h de tratamiento..............ccccveeeieiiie e 46
Gréfica 3. Resultados de Troponina a 24 h de tratamiento............ccccccovviiviviiiii i 47
Grafica 4. Resultados de Troponina a 48 h de tratamiento...............ccccooviiiiiiviiie i, 48
Grafica 5. Resultados de Mioglobina a 24 h de tratamiento.............cceeeeeeiiiiiiiiiiinnneeen. 49
Grafica 6. Resultados de Mioglobina a 48 h de tratamiento................cocecvviieiccieicc e, 50




Ruimico ~starmacéutico SSidlogo

CUAUTITLAN

ABREVIATURAS
ADP Adenosindifosfato
AST Aspartatoaminotransferasa
ATP Adenosintrifosfato
AMP Adenosinmonofosfato
AP5A Di-adenosinpentofosfato
cTnl Troponina cardiaca |
CKM-MB Creatincinasa MB
Ca? lon calcio
CK-MM Creatincinasa MM
CK-BB Creatincinasa BB
CcP Createninfosfato
°C Centigrados
Cm Centimetros
ECG Electrocardiograma
ENSANUT Encuesta Nacional de Salud y Nutricién
ECA1 Enzima Convertidora de Angiotensina 1
ECA2 Enzima Convertidora de Angiotensina 2
ECA Enzima Convertidora de Angiotensina
FAP Factor Activador de Plaquetas
G- 6 PDH Glucosa-6- fosfato deshidrogenasa
g Gramo
h Horas
HCI Acido Clorhidrico
IgG Inmunoglobulina G
i.m Intramuscular
IAM Infarto Agudo al Miocardio
INEGI Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e Informatica

[ )



Ruimico ~starmacéutico SSidlogo

CUAUTITLAN

iECA
LQm

Mg
mg/Kg
mm
mmol

mL

Myo
Nm
ng/mL
PHNAD
NAC
OMS
PDP
pH
rpm
SCA
TNF- a
TGF-
TC

uv
U/L
VIS

ML

Inhibidor de Enzima Convertidora de Angiotensina

Laboratorio Quimica Medicinal

Litro

Miligramos
Miligramo por Kilogramo

Milimetros

Milimol

Mililitros

Molar

Mioglobina
Nanémetros
Nanogramos por mililitro
Fosfato dinucléotido de nicotinamida adenina reducido
N-acetil-L- cisteina
Organizacién Mundial de la Salud
Peptidil — dispeptidasa

Potencial de hidrogeno

Revoluciones por minuto

Sindrome Coronario Agudo

Factor de Necrosis alfa

Factor de crecimiento trasformante beta
Troponina cardiaca

Ultravioleta

Unidades por litro

Visible

Microlitro

11

——
 —



U

Ruimico ~starmacéutico SSidlogo

AM
CUAUTITLAN

1. INTRODUCCION

Cada afio mueren alrededor de 17 millones de personas en el mundo por enfermedades
cardiovasculares.!La prevalencia estas enfermedades y de acuerdo a el INEGI y ENSANUT (2006),
hay en el pais 18 millones 526 mil 816 con hipertensidn arterial y 15 millones 940 mil 280 con niveles

altos de colesterol en sangre.23

Las cardiopatias y los accidentes cerebrovasculares son las primeras causas de muerte a nivel
mundial.! Afectan tanto a paises desarrollados como a las regiones de bajos recursos, a medida que
cambian los estilos de vida y habitos de alimentacion. La OMS ha reportado en 2012, la hipertension es
un transtorno de alto riesgo que causa alrededor del 51% de las muertes por accidentes
cerebrovasculares y el 45% a coronariopatias.# Durante 2010 y 2011, en México los casos de
hipertension arterial incrementaron, teniendo 871 casos detectados en el afios 2011 practicamente
durante a vida adulta joven de las personas; de igual manera la primera causa de muerte en mujeres y
hombres las enfermedades isquémicas del corazén. Se ha observado que en los varones,
principalmente, en la poblacién de 65 afios y mas tienen mayor los porcentaje de que padezcan infarto

agudo del miocardio y enfermedad isquémica crénica del corazén, en comparacion con las mujeres.®

En funcién a las estadisticas, un grupo de investigadores de la FES Cuautitlan desarrolla compuestos
con posible efecto antihipertensivo, antiarritmico, en infarto miocardico e insuficiencia cardiaca.
Estudios previos sobre la actividad bioldgica han mostrado que los compuestos morfolinicos,
tiomorfolinicos y piperidinicos tienen efecto hipotensor (modelo de presién arterial invasiva) y efecto

antihipertensivo (modelo no invasivo de rata hipertensa espontanea consciente SHR).

Los resultados son prometedores ya que algunos de ellos han mostrado mejor efecto antihipertensivo
que el Captopril, Losartan y Omapatrilat. Por lo que es importante realizar los estudios sobre el

mecanismo de accion de éstos.3

Por otro lado, se ha iniciado el desarrollo de estudios donde se puede evidenciar que un tratamiento

farmacoldgico controla la funcion del corazon después del infarto miocardico mediante la determinacién

[ =)
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de biomarcadores en plasma sanguineo que nos indiquen si las diferentes enfermedades
cardiovasculares estan controladas pudiendo ser: ECA1, ECA2, Proteina C, TNF-alfa, NFkpB, TGF-B,
Troponina A'y Troponina C, CK-MB, entre otros.

En esta tesis sélo se estudiaran los biomarcadores de necrosis miocardica mejor descritos y mas
ampliamente disponibles incluyen la troponina cardiaca | (cTnl), la fraccion MB de la creatin-quinasa
(CK-MB) y la mioglobina. Estos marcadores de necrosis cardiaca muestran importantes diferencias en

propiedades clave como la eficacia diagnéstica.

Tabla 1. Propiedades de los marcadores de necrosis cardiaca?

TIEMPO PARA TIEMPO DURACION
PRIMERA MEDIO PARA DE
DETECCION ELEVACION ELEVACION
MAXIMA
MIOGLOBINA + 1-3h 6-7h 12-24 h
CK-MB b 3-4h 24 h 24-36 h
cTnl PR 3-6 h 24 h 5-10 dias

Se han producido mejoras importantes en la especificidad y sensibilidad analitica de nuevos
marcadores cardiacos (tales como troponina cardiaca) y aumentos en la sensibilidad analitica para
marcadores mas antiguos tales como CK-MB. Un aumento de la sensibilidad analitica en estas
pruebas, hace que aumentos pequefios en marcadores sensibles, tales como troponina cardiaca,
proporcionen la informacion clinica adicional que no es evidente con los marcadores convencionales
enzimaticos. Los nuevos marcadores se comparan a los marcadores estandares aceptados, y puede

ocurrir que los resultados estén discordes el uno del otro.22 23, 24

13
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Fig 1. Perfil temporal de los biomarcadores Mioglobina, CK-MB y Troponina de necrosis cardiaca después de
infarto agudo al miocardico 2’

2. GENERALIDADES

El sindrome coronario agudo (SCA), es un conjunto de manifestaciones de cardiopatia isquémica o
insuficiencia coronaria, con empeoramiento clinico del paciente en horas o dias. En esta situacion el
corazdn recibe un aporte sanguineo inadecuado para mantener sus funciones esenciales, con la
consecuente carencia de oxigeno; puesto que en el tejido miocardico la funcién es estrictamente
dependiente de la irrigacion sanguinea por su caracter aerobio, el corazon posee una escasa reserva
energética en caso de deficiente aporte sanguineo.6

Este SCA comprende de tres grupos de afecciones: angina de pecho inestable aguda, el infarto
miocardico agudo y la muerte cardiaca.59

La angina es la situacién en la que se produce un dolor en el pecho causado por flujo sanguineo
insuficiente del musculo cardiaco. El dolor comienza de forma lenta y empeora durante unos minutos
antes de desaparecer 0 desencadenar un sindrome de angina inestable donde se origina una
aceleracion del dolor toracico producido por una formacion de un trombo oclusivo sobre la placa

ateroscletdtica fisurada; derivando un infarto agudo de miocardio. &9
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2.1 Fisiopatologia del infarto miocardico

Se define infarto (del latin: “infartus”, relleno), al proceso patologico en el que una porcion del
parénquima es privada subitamente de circulacion sanguinea por obstruccién de vasos arteriales y al
conjunto de fendémenos (desde isquemia hasta necrosis) consecutivos a esta obstruccion. Por tanto, se
podria decir que un episodio de angina inestable es un microinfarto agudo de miocardio, que ocasiona
lesion celular menor del propio miocardio. Un microinfarto (dafio miocardico menor) puede derivar a un

infarto agudo de miocardio (lesion miocardica mayor).&-9

2.1.1 Causas del infarto miocardico
El infarto miocardico es un evento inesperado que produce la muerte de un sector del musculo cardiaco

por deficiente flujo de oxigeno en la zona, debido a esto se considera un sindrome coronario agudo.*?

Los factores de riesgo en la aparicién de un infarto de miocardio se fundamentan en los factores de

riesgo de la arteriosclerosis, e incluyen:

e Hipertension arterial.

e Edad (varones por encima de 40 afios, mujeres post menopausicas)

e Sexo masculino.

e Tabaquismo.

e Hipercolesterolemia, mas especificamente hiperlipoproteinemia, en particular niveles elevados
de la lipoproteina de baja densidad (LDL) y bajos de la lipoproteina de alta densidad (HDL).

e Homocisteinemia, una elevacidn sanguinea de homocisteina, un aminoacido toxico que se
eleva con bajos niveles o insuficientes en la ingesta de vitamina B2, B6, B12 y acido félico.

e Diabetes mellitus, con o sin resistencia a la insulina.

e Obesidad definido como un indice de masa corporal mayor de 30 kg/m? la circunferencia
abdominal o por el indice cintura/cadera.

e FEstrés.

15

——
 —



Ruimico ~starmacéutico SSidlogo

CUAUTITL

N

Muchos de los factores de riesgo cardiacos son modificables, de modo que muchos ataques del
corazon pueden ser prevenidos al mantener un estilo de vida mas saludable. La actividad fisica, por
ejemplo, se asocia con riesgos mas bajaos. Los factores de riesgo no modificables incluyen la edad, el

sexo, los antecedentes familiares y otros factores de predisposicion genéticos. 4

El infarto agudo de miocardio representa la manifestacién mas significativa de la cardiopatia isquémica,
que se presenta cuando se produce una necrosis del musculo cardiaco como consecuencia de una
isquemia severa. La necrosis miocardica se manifiesta por proteinas liberadas en la circulacion como:
troponinas cardiacas (TC) T, | y C, mioglobina, creatina-fosfoquinasa (CK), su componente ligado al
miocardio (CK-MB). 4

La isquemia se presenta por una oclusién coronaria aguda de origen trombético que se produce a
través de la ruptura de una placa de ateroma vulnerable, fenémeno que depende de la relacion

sinérgica por diferentes factores relacionados con la misma placa y con la coagulacién de la pared. 40

Sin embargo, la OMS (1979) ha definido el infarto en relaciéon al cumplimiento de dos de los tres

criterios que se exponen a continuacion0-11:;

v Cuadro clinico caracteristico. Criterio clinico de dolor toracico, caracteristico de isquemia
miocardica. Dolor de tipo opresivo que, generalmente, aparece con la realizacion de esfuerzo
fisico o con el frio. Puede irradiarse hacia el brazo izquierdo, sin olvidar otras localizaciones
como pueden ser el cuello o las mandibulas. Por regla general, se acompafia de
sintomatologia con malestar general, sudoracion profusa, sensacién nauseosa € incluso

vomitos y sensacion de disnea.

v’ Alteraciones en el registro electrocardiografico. Durante el estadio inicial, laobstruccion
completa de la arteria productora del infarto provoca una elevacion delsegmento ST. La
mayoria de los pacientes que presentan esta elevacion, manifiestanluego ondas Q de necrosis
pronunciadas en el electrocardiograma (ECG) y terminan por ser diagnosticados porinfarto al

miocardio con persistencia de la onda Q. (fig2).
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QRS

intervalo PR '_.

— e Inleevaio QRS

Inervale QT
Fig. 2 Componentes de un ECG
(FUENTE.http://elmercaderdelasalud.blogspot.mx/2011/03/electrofisilogia-y-sistema-de.html)

v’ Criterios de pruebas bioquimicas. Un porcentaje de pacientes presentan signos ysintomas
atipicos y trazados electrocardiograficos muy poco sugerentes de isquemiamiocardica, sobre
todo, si se tiene en cuenta el tiempo de evolucion de los sintomashasta su valoracién médica.
El uso de pruebas bioquimicas, como marcadores denecrosis miocardica, tienen una utilidad
diagnéstica muy importante. Ladeterminacion de estos marcadores y su evolucion en el tiempo,

junto con los sintomasclinicos del paciente, presentan la mayor eficacia diagnéstica en el
SCA.12-15

2.1.2Formacion de la lesion miocardica.

El proceso inicia cuando una placa blanda sufre de erosion o fisuracién con la consiguiente exposicidn
del material subyacente constituido por lipidos, células inflamatorias del tipo linfocitos, monacitos,
macroéfagos, que son activadas a través de mediadores del tipo tromboxano A2, ADP, FAP, trombina,
factor tisular, radicales libres; lo que conlleva a la activacion del proceso de coagulacién con adhesion y
agregacion plaquetaria y generacion de un trombo oclusivo con fibrina y abundantes glébulos rojos que
provocan isquemia distal del vaso comprometido si no hay circulacion colateral.Lo que se denomina

oclusion de la arteria coronaria descendente anterior izquierda. 20
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En el proceso de fisuracidnestarian involucradas algunas citocinas que inhibirian el proceso de
formacion de la capa fibrosa que cubre la placa aterosclerotica haciéndola mas susceptible de ruptura
por la accién de enzimas generadas por los macréfagos tales como metaloproteinasa del tipo

colagenasa, gelatinasa, elastasa, entre otros.2(fig 3)

El color violeta representa
dano y necrosis del
tejido cardiaco

La acumulacion de placa

en la arteria coronaria

bloquea el flujo de
sangre y oxigeno
hacia el corazon

Fig.3 Se observa la Lesion Miocardica, y la formacién de la placa ateromatosa
(FUENTE. Blog para el MédicoOctubre 2012)

2.2 Diagnostico bioquimico de infarto miocéardico (IM)
Una vez que se ha producido la lesion de la membrana, la velocidad de aparicion de moléculas

intracelulares en circulacién depende sobre todo del flujo sanguineo; por lo tanto el area del miocardio
lesionado con una perfusién sanguinea deficiente, libera estas moléculas mucho mas lentamente que

las areas en las que la recirculacién es mas adecuada.®

La zona subendocardica del ventriculo izquierdo posee una menor irrigacion sanguinea y por lo tanto,
las células alcanzan la muerte mas rapidamente en esa region en caso de infarto de miocardio, donde
pueden detectarse en sangre un aumento en el numero de leucocitos y en la velocidad de
sedimentacién globular, pero es la elevacion de las enzimas cardiacas la mejor prueba para el

diagndstico de la enfermedad.!”
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Desde el punto de vista diagnéstico en el IAM, existen moléculas intracelulares liberadas algunas de las
cuales son de mayor interés en esta patologia como las proteinas tanto enzimaticas como no

enzimaticas, que suelen ser facilmente cuantificables en el laboratorio.8

El uso de biomarcadores cardiacos en el diagndstico y seguimiento del IM puede ayudar a facilitar un

buen juicio clinico. Los test clinicos de laboratorio se focalizan en dos puntos fundamentales®:
1) Para estudiar (y revertir potencialmente) las causas.
2) Estimar la gravedad y riesgo de progresion de la enfermedad.

La determinacion de isoenzimas localizadas principalmente en células cardiacas mejora la
especificidad de las pruebas para el diagndstico de infarto miocardico. Los principales son la creatinina
Cinasa total (CK-MB), Lactato deshidrogenasa (LDH1 Y LDH2).20

Actualmente se proponen otras proteinas como marcadores tempranos de dafio miocardico, como son
la mioglobina, troponina, isoenzimasBB de la glucégeno fosforilasa y ofras. Estos marcardores de

diagndstico temprano permiten hacer la seleccién de la terapia trombolitica adecuada.'?

Otro factor que afecta la liberacion del contenido intracelular es el tamafio molecular de sus
componentes; asi, la enzima CK con un peso molecular de 80.000 daltons, es liberada antes que la
enzima AST que posee un peso molecular de 93.000 daltons y ésta, a su vez, es liberada antes que la

enzima LDH con un peso molecular de 140.000 daltons.1?

2.3 Marcadores bioquimicos cardiacos
El marcador bioquimico ideal es el que tiene alta sensibilidad y especificidad clinica, aparece de forma

precoz después del IM para facilitar el diagnostico, permanece elevado durante varios dias después del
suceso y vuelve a concentraciones normales en poco tiempo.3” Se recomienda utilizar dos marcadores
bioquimicos para el diagnéstico del IAM: un marcador precoz (que aumenta en sangre dentro de 6

horas después del inicio de los sintomas) y un marcador definitivo (que se eleva en sangre después de
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6-9 horas, con alta sensibilidad y especificidad para lesién miocardica y que permanece elevado varios

dias después del inicio).38:48

A continuacion se describen las principales moléculas estudiadas a lo largo de los ultimos afios, y que

en la actualidad son més utilizadas, que se liberan a circulacién sanguinea tras un infarto miocardico.

2.3.1 Proteina Enzimatica
De las enzimas liberadas después de una lesion isquémica irreversible, la mayoria son enzimas

solubles o citoplasmaticas y en menor cantidad son mitocondriales, entre ellas:

2.3.1.1 Creatincinasa (CK-MB)
La molécula de creatincinasa (CK) es un dimero compuesto por dos subunidades monoméricas, no

idénticas: My B. Cada una tiene un peso molecular de 40 000 daltons.26

Estas subunidades My B, son el producto de dos genes estructurales distintos, y puesto que la forma
activa de la enzima es un dimero, solamente pueden existir tres pares distintos de subunidades: BB 6
CK1 cerebro; MB 6 CK2;MM 6 CK3 musculo.2

Las tres isoenzimas se encuentran en el citosol celular o asociadas con estructuras miofibrilares. La
creatincinasa CK-MB esta presente en musculo cardiaco de 25 a 46% de la actividad de la CK total y

en menor grado en musculo esquelético.2s

Los subtipos de las isoenzimas se forman en la circulacién por accion de la enzima carboxipeptidasa
que rompe los residuos de lisina terminales y produce isoformas con diferentes migraciones

electroforéticas. 25

Cuando existe una contraccion, el ATP se consume y la creatincinasacataliza la fosforilacion reversible
de la creatina por el adenosin-trifosfato (ATP). El principal componente fosforilado del musculo
esquelético y cardiaco es el fosfato de creatinaesta, aproximadamente unas 8 veces en exceso sobre
el ATP. Cuando el musculo se contrae, el ATP se consume y la enzima cataliza la refosforilacion del

ADP para formar ATP usando fosfato de creatina como reservorio de la fosforilacion. Esto ocurre en
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situaciones con un incremento de trabajo cardiaco, como en la hipoxia, hipertrofia cardiaca o
insuficiencia cardiaca.?’En el tejido fetal predomina CK-BB y con el transcurso del tiempo, esta
isoenzima esreemplazada por MB y luego por MM hasta que, finalmente, la isoenzima significativa es
MM. CK-MM, predomina en el musculo esquelético y cardiaco la CK-MB estd presente en el
musculocardiaco (de 25 a 46% de la actividad de CK total) y también en menor grado en el
musculoesquelético (< 5%) y otros tejidos.?’La actividad de CK se encuentra elevada en necrosis o
atrofia aguda del musculoestriado, enfermedades del corazon, hipertermia maligna, ultimas semanas
de embarazo,hipotiroidismo vy, ligeramente en inyecciones intramusculares y espasmos musculares.
Aunqueno es especifica del corazén la CK es muy dtil aunque en el infarto Miocardico la elevacion

comienza después de la crisis (4-6horas).2

r?fml

6 Elevacidn inicial: 2 - 12hrs

5. i6n pico: _

CKMB Elevacidn pico: 24 hrs

4. Retorno a valores

i normales: 48-72 hras.

2_ /—\

1

1] —_—— T T 3
02468MWI2HUEIBDTM a8 T2 %

Fig4. Cinética de la enzima Creatin Quinasa MB.
(FUENTE: Cinética de los marcadores bioquimicos 2007
cardiacoshttp://www.portalesmedicos.com/publicaciones/articles/752/1/Cinetica-de-los-marcadores-

bioquimicos-cardiacos.html)
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2.3.2 Proteinas no enzimaticas
Tras la desintegracion de la membrana celular, se liberan otros componentes citoplasmaticos como

pueden ser proteinas no enzimaticas. De ellas la mioglobina, las troponinas, la proteina C reactiva y el

NT-proBNP son las mas estudiadas actualmente en el infarto miocardico.

2.3.2.1 Mioglobina
Es una proteina globular, relativamente pequefia ya que posee un peso molecular de 17000 daltons,

integrada por una sola cadena polipeptidica de 153 aminoacidos y un grupo prostético hemo, idéntico al

de la hemoglobina, que contiene hierro.

HOOC

COOH

Fig.5lzquierda. Esquema bidimensional del grupo HEMO. Derecha.
Esquema tridimensional de la mioglobina
(la flecha sefala al grupo hemo) (FUENTE.http.//xquimicx.blogspot.mx/)

Es una proteina fijadora de oxigeno del musculo estriado, tiene un grupo hemo por molécula y mayor
afinidad por el oxigeno que la hemoglobina, sirviendo como reservorio de oxigeno del miocito.
Normalmente, alrededor del 70 % del oxigeno que llega al corazdn es extraido para su utilizacién. La

mioglobina es la molécula encargada de almacenar este oxigeno extraido.?

Se encuentra en células del musculo esquelético y cardiaco. La mioglobina del musculo esquelético y
cardiaco son antigenicamente idénticas y no pueden ser distinguidas por métodos inmunolégicos. Se
libera como resultado de dafio celular y puede aparecer, posteriormente en orina debido a su masa
molecular relativamente pequefia. Debido a su liberacion en las primeras horas tras un IM y a su alta
concentracion en musculo cardiaco, es un marcador muy utilizado desde hace afios y hasta la

actualidad en el IM. No obstante, existe controversia al no ser cardioespecifico.2?
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Fig 6. Cinética de la proteina Mioglobina

(FUENTE: Cinética de los marcadores bioquimicos 2007
cardiacoshttp://www.portalesmedicos.com/publicaciones/articles/752/1/Cinetica-de-los-marcadores-
bioquimicos-cardiacos.html)

2.3.2.2 Troponina
Complejo proteinico regulador de la funcién contréctil del musculo estriado. Consta de 3 polipéptidos

distintos: Troponina C que fija el calcio, Troponina T que liga el complejo troponina a la tropomiosina, y
Troponina | que es la subunidad inhibidora del complejo troponina-tropomiosina. Este complejo sirve
para regular la interaccion calcio-dependiente de actina y miosina por eso juega un papel integral en la
contraccion muscular. Cada una de las tres subunidades que conforman la troponina, existe en 3
isoformas diferentes que son especificas del tipo de fibra muscular del que proceden.30

COMPLEJO
TROPONINA TROPOMIOSINA

TnT Tni ACTINA

Fig. 7Estructura de una microfibrilla, el citosol del miocito cardiaco contiene troponinas

no unidas que son liberadas a la circulacion desde la lesion(Cummigs et al, AMER. HeartYournal. 1987).
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La troponina C es el componente sensor del Ca2* y tiene dominios de alta y baja afinidad por este
catién. En el musculo en reposo, los sitios de alta afinidad son ocupados por el Ca2* mientras que los
de baja afinidad estan vacios. Cuando el calcio es liberado del reticulo sarcoplasmico, tras el estimulo
nervioso provocado en la contraccion, ocupa los sitios de baja afinidad produciéndose un cambio de
conformaciéon que es transmitido a los otros componentes del complejo troponina y luego a la

tropomiosina.?!

La troponina T controla la posicién de la tropomiosina en el filamento delgado entre la actina y la
cabeza S1 de la miosina. La tropomiosina interacciona con las cabezas S1 de la miosina cuando el

musculo esquelético es activado por impulsos nerviosos.32

La Troponina |, existe en tres formas moleculares distintas (isoformas) encontrados en fibras de
musculo rapidas, fibras de musculo lentas y corazén (cTnl), ésta Ultima expresada tanto en auriculas
como en ventriculos y siendo de mayor interés en el IM. La cTnl tiene 30 residuos extra en el extremo
amino terminal y se libera precozmente al torrente sanguineo después de un IM; parece persistir en

plasma durante, al menos, 5 a 7 dias.33-36

Un aumento de lasensibilidad analitica en estas pruebas, hace que aumentos pequefios en marcadores
sensibles,tales como troponina cardiaca, proporcionen la informacién clinica adicional que no
esevidente con los marcadores convencionales enzimaticos. Los nuevos marcadores se comparana los

marcadores estandares aceptados, y puede ocurrir que los resultados estén discordes el unodel otro.20

Se ha establecido una recomendacion para las plataformas del anélisis y marcadores del infarto agudo
de miocardio. El uso de CK-MB se ha sustituido por cTnT ycTnl por su disponibilidad y porque el costo
para tales analisis llega a ser competitivo con los ensayos de CK-MB. Si un hospital esta utilizando ya
cTnT o cTnl, se recomienda que las medidas de los isoenzimas de lactato deshidrogenasa y -
hidroxibutirato deshidrogenasa deben eliminarse inmediatamente, no hay ningunarecomendacion en
cuanto a la eliminacion de las medidas para CK total. Este marcador esbarato y faciimente disponible

en laboratorios clinicos, y puede ser muy Util para la deteccion delesion o de enfermedad del musculo
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esquelético. La troponina cardiaca (T o |) es el nuevoestandar para la diagnosis del infarto de miocardio

y deteccidn de necrosis celular,substituyendo a la CK-MB.20
ng/ml
y &8
*Elevacitn incial:3 - 12 horas

6 - *Elevacidn pico. 24 homs
*Retorno o valores normales. 5o 10 dias
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Figura 8. Cinética de la proteina Troponina I.

(FUENTE: Cinética de los marcadores bioquimicos 2007
cardiacoshttp://www.portalesmedicos.com/publicaciones/articles/752/1/Cinetica-de-los-marcadores-
bioquimicos-cardiacos.html)

2.4 Farmacologia de los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (IECA)
Después del empleo exitoso del Captopril como primer inhibidor de la ECA, diversos compuestos

fueron sintetizados y empleados en el tratamiento y prevencién del dafio miocardico post-infarto. Los
inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina fueron desarrollados para producir el bloqueo
especifico del sistema renina angiotensina aldosterona; inhibiendo la ECA, esta enzima posee dos

funciones: sintetizar la angiotensina | en angiotensina Il y catalizando la eliminacion del mediador de

bradiquinina en productos inactivos.

La inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina hace que la concentracion de angiotensina ||
en los receptores de angiotensina (AT1 y AT2) disminuya. Asi, empieza reduciendo el tono vascular y
la presion sanguinea disminuye. A continuacion, la reduccion del nivel de angiotensina Il lleva una
reduccion de la secrecidn de aldosterona de la glandula suprarrenal y con ellos determina el contenido

de agua.
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Segun el grupo quimico que interactua con el zinc de la ECA, estos agentes se clasifican como:
e Compuestos fosforicos
e Compuestos carboxilicos

e Compuestos sulfidrilicos

2.4.1 MECANISMO DE ACCION

Los iECA inhiben la enzima convertidora de angiotensina que hidroliza la angiotensina | (relativamente
inactiva) en angiotensina Il (activa), bloqueando la produccion de esta ultima, como resultado de la
unién directa de su grupo funcional: sulfidrilo, carboxilo o fosforilo en el sitio de ién zinc de la
enzima.474De este modo los IECA atenUen las respuestas a la angiotensina Il o las suprimen. Los
iIECA también inhiben la degradacion de otras sustancias incluyendo bradicininas (péptidos
vasodilatadores y antiproliferativos), sustancia P y encefalinas. La sintesis del éxido nitrico y

prostaglandinas aumentan tras la elevacion mantenida de estos péptidos.4749(fig 9)
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Fig. 9 Mecanismo de acciénde farmacos IECA ysu sitiode accién
(FUENTE. Farmacologia en elproceso de atencién a la Enfermeria cap.
12https://biometakl.wikispaces.com/file/view/ECA.JPG/339870756/498x418/ECA.IPG)

2.4.1.1 Captopril

Los IECA son una familia numerosa de drogasque interfieren el eje R.A.A. y que handemostrado

ser eficaces para tratar |a hipertension arterial y la falla cardiaca congestiva, principalmente.
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Este grupo de farmacos comenz6 a utilizarsea principios de 1980, siendo el Captopril el primer

IECA lanzado a la practica clinica.

Comparten la  caracteristica de ser quimicamente semejantes a  proteinas
(amino&cidosmodificados, dipéptidos u oligopéptidos), la de inhibir a la enzima convertidora de
angiotensina ll, y la de haber sido introducidas para el tratamiento de la H.T.A.; en la actualidad

han trascendido por su uso en la disfuncion ventricular izquierda.

l.  PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS. O
o CgH1sNOsS /\)k
HS : N
CH,
HOOC

Fig. 10 Estructura quimica de Captopril;
1-(2S)-3-Mercapto-2-metilpropionil-prolina
(FUENTE. http:/profesionalesdelasalud.blogspot.mx/2007/07/666.htm)

e Punto de fusion. Entre 105 - 108 °C
e Se observa como un polvo cristalino ligeramente blanco o grisaceo, de ligero aroma sulfuroso.
e Solubilidad

El captopril es un compuesto sulfidrilico, faciimente soluble en agua (160 mg/mL), metanol,
etanol,isopropanol, cloroformo y en cloruro de metileno. Es parcialmente soluble en acetatode

etilo.
.  PROPIEDADES FARMACOLOGICAS

Los farmacos del grupo iECA,al cual pertenece el captopril reducen la presion arterial mediante las

siguientes acciones:
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- Disminuyen la resistencia vascular periférica como consecuencia de dilatacion arteriolar.
- Aumentan la excrecidn urinaria de sodio y agua.
- Reducen la secrecion de aldosterona.
En pacientes con Insuficiencia cardiaca:
- Reducen la presion auricular derecha.
- Reducen el volumen y la presion de llenado del ventriculo izquierdo.
- Incrementa el volumen por minuto, el indice cardiaco, el trabajo y el volumen sistélico.

Los diferentes estudios controlados realizados para determinar la utilidad de los iECA en pacientes
con diversos grados de disfuncion diastdlica del VI indican que dichos farmacos son capaces de
evitar o retrasar la progresion de insuficiencia cardiaca, aminorar la incidencia de muerte repentina
e infarto de miocardio, disminuir la hospitalizacion y mejorar la calidad de vida. Cuando la
disfuncion ventricular es mas grave, la inhibicién de la ECA resulta mas beneficiosa. Ellos han
demostrado mejorar los sintomas, la capacidad funcional, la funcién ventricular y limitar la
activacién neurohumoral que acompafian a esta entidad. A largo plazo, el efecto antitréfico de
estos farmacos impide la remodelacion y con ello reduce el riesgo de mortalidad por insuficiencia

cardiaca, arritmias e isquemia miocardica.
.  FARMACOCINETICA DEL CAPTOPRIL

Absorcion: Se absorbe rapidamente por via oral y sus niveles se alcanzan aproximadamente una hora
después de administrarse y dura varias horas. La inhibicién de la ECA la logra en 15 minutos en el -
estado postabsortivo y llega a un pico después de 60 a 90 minutos. Su biodisponibilidad es del 60 al
75%, su absorcién puede ser disminuida o retardada por los alimentos en la parte alta del intestino por
lo que se debera administrar antes de las comidas. La duracién del efecto se relaciona con la dosis,

pero en generalesde 2a 8 h.

29

——
 —



U

Ruimico ~starmacéutico SSidlogo

AM
CUAUTITLAN

Distribucion: Se distribuye en casi todos los tejidos corporales con excepcion del sistema nervioso
central. Aproximadamente del 25 al 30% de captopril se une a la albumina plasmatica y el volumen de
distribucion es aproximadamente 0.7 I/kg. La mitad de la dosis absorbida de captopril es metabolizada
a un dimero disulfuro o a un disulfuro de cisteina con lo cual el farmaco madre es excretado sobre todo

en la orina.

Eliminacion:La excrecion esta prolongada en los pacientes con una enfermedad renal, por lo tanto, la
vida media de eliminacién es menos de 2 horas en los pacientes con funcion renal disminuida y de

hasta 6.5 dias en los sujetos anuricos.
IV.  FARMACODINAMIA

El efecto esencial de este agente sobre el sistema renina-angiotensina, es bloquear la conversién de la
relativamente inactiva angiotensina | en la angiotensina Il activa (o la conversion de la angiotensina | en

angiotensina lll). De esta forma atenua o anula las respuestas de la angiotensina 1.

Es por ello considerado dentro del grupo de los inhibidores de la PDP y por ello ejerce un efecto
hipotensivo mas profundo en aquellos estados hipertensivos donde el sistema renina-angiotensina es
mas activo (en algunos tipos de hipertensiéon maligna y renal), sin embargo, tiene una actividad
hipotensiva en un espectro de situaciones mucho mas amplio de lo que podria esperarse, por ejemplo,
en muchos pacientes con la llamada hipertensién esencial de renina normal intensifica el interés de los
posibles mecanismos de accion de los inhibidores de la PDP en su utilidad en el tratamiento de un
amplio espectro de los estados hipotensivos, reduce la respuesta selectiva de la angiotensina | sin
influir en la angiotensina Il ni en la respuesta a ninguno de muchos otros agentes farmacoldgicos con

excepcion de la bradicinina a la que por supuesto potencia.
V. INDICACIONES Y POSOLOGIA EN INFARTO DE MIOCARDIO

El captopril esta indicado en el postinfarto de miocardiotras 72 horas de estabilidad hemodinamica en
pacientes que hayan presentadoinsuficiencia cardiaca en el curso de la enfermedad o que tenga

evidencia de fraccidnde eyeccion disminuida.El tratamiento debe iniciarse precozmente, a partir del 3er
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dia postinfarto demiocardio. Tras una dosis inicial de 6,25 mg de captopril, la dosis se incrementara
a12,5 mg 3 veces al dia, y de forma gradual en funcién de la tolerancia a 25 mg 3 veces aldia, hasta
una dosis de 150 mg al dia de captopril. Si se presentase hipotensionsintomatica, se requerird una
reduccion de la dosis. Los intentos sucesivos por alcanzarla dosis éptima de 150 mg deberan basarse
en la tolerancia del paciente al captopril.El captopril puede ser administrado a pacientes en tratamiento

con otrasterapias postinfarto de miocardio, como tromboliticos salicilatos o B-bloqueantes.

2.4.2.2 CompuestoLQM 31940

El 4-terbutil-bis-(2,6-tiomorfolin-4-metil)-1-fenoldenominado
.-".-F.HLI.-'-F.

LQM 319 es un compuesto que se encuentra en fase de

estudios preclinicos al cual se le ha demostrado que posee

actividad antiarritmica, antihipertensiva y vasodilatadora

en un modelo en rata.

Fig.11Estrcutura de LMQ319(FUENTE.
Mena Garcia Y., Sanchez Dorantes A.
Tesis de Licenciatura QFB 2010.)

Esto se encuentra a partir de que en el afio 1979 un grupo de investigadores en la Republica de China
mientras examinanban las propiedades contra la malaria de derivados de la planta china Dichroa
Febrifugina, not6 que durante los ensayos clinicos la changrolina era efectiva como agente
antiarritmico. Stout y sus colaboradores llevaron a cabo el estudio de la changrolina como un
antiarritmico efectivo. Stout y col. Indujeron una serie de compuestos antiarritmicos realizando algunas
variaciones en la estructuta de la changrolina encontrando primero que ésta puede ser dividida en tres

regiones.
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REGION I: consiste en una molécula de quinazolina que

D O puede reemplazarse por heterociclicos sin perder la

N OH L actividad antiarritmica.

REGION || REGION II: consiste en el 2,6 bis fenol tetrasustituido

que presenta la mayor actividad y si ésta region no esta

completa la actividad es nula.

REGION IlI: es un enlace entre la region 1y 2 en la cual

pueden incluirse diferentes grupos para tratar de

REGIE'}N | aumentar la actividad y disminuir la toxicidad.

Fig 12. Molécula de la Changrolina, en tres regiones.
(FUENTE.Tesis de Licenciatura QFB 2010. Mena
Garcia Y; Sanchez Dorantes A.)

Se inicio el estudio de la relacion estructura actividad biologica la cual consistia en cambiar los
sustituyentes de la region 2 y 3 encontrando que los anillos pirrolidinicos podian sustituirse por otros

anillos heterociclicos como la morfolina o la tiomorfolina.

Mas tarde se retomaron los estudios de moléculas con posible efecto antihipertensico en la Facultad de
Estudios Superiores Cuautitlan, en el Laboratorio de Quimica Medicinal a cargo del Dr. Enrique
Angeles Anguiano, llevando a cabo la sintesis de los compuestos Morfoilicos, Tiomorfolinmicos y
Piperidinicos con clave LQM. Donde se procedio a la sintesis de compuestos analogos de la region 2
de la changrolina mediante la reaccién quimica entre un fenol sustituido (cabeza de la seria), un
formaldehido y 2 moléculas de tiomorfolina por medio de una mecanismo de Sustitucién Electrofilica

Aromatica, obteniendo asi el compuesto LQM319.40.41:42

32

——
 —



Ruimico ~starmacéutico SSidlogo

UAUTITLAN

0

SHOReR SN
— I

R
Fenol Sustituido

H
A o R
2Lj+2)k+
5 H H

Tiomorfolina Formaldehido

Estructura quimica del compuesto LQM319
[4-tert-butil-2, 6-bis (tiomorfolin-4-ilmetil) fenol]

Fig. 13Reaccion Quimica para la Sintesis de compuestos LQM Ditiomorfolinico (FUENTE. Laboratorio de
Quimica Medicinal, FESC)

Para evaluar el compuesto y compararlo con farmacos que se encuentran en el mercado, se llevan a
cabo estudios de actividad biolégica en el Laboratorio de Farmacologiadel Miocardio de la misma

Institucién a cargo de la Dra. Luisa Martinez Aguilar.

En el afio 2011 el Dr. Angeles mostr6 mediante estudios de Docking que el compuesto LQM319
presenta afinidad por la Enzima Convertidora de Angiotensina, a partir de esta situacién se inicia

nuestra valoracion.40.41,42

Dentro de los estudios de actividad bioldgica en rata se ha demostrado el compuesto LQM319 presenta
diversos efectos en problemas de salud cardiovascular como el efecto antiarritmico, ademas de tener
un actividad vasodilatadora,en otras evaluaciones se demuestra un efecto hipotensor en rata
Normotensa y un efecto antihipertensivo en rata SRH. Ademas de presentar un efecto vasorelajante y
vasodilatador en evaluaciones dadas en curvas dosis-respuesta, todos estos en semejanza con el

iIECA, captopril. Ademas de comprobarse que es un inhibidor no competitivo dentro del sistema.40.4142
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3. OBJETIVO

3.1 Objetivo General
e Evaluar el efecto cardioprotector del Captopril y LQM319 en el infarto miocardico mediante la
determinacion de los niveles séricos de los biomarcadores cardiacos como isoenzima CK-MB,
Mioglobina y Troponina | después de 24 h y 48 h de oclusion coronaria utilizando Pruebas

Comerciales especificas para conocer si estos disminuyen el dafio celular.

3.2 Objetivos Particulares

e Inducir el infarto miocardico mediante la oclusidn permanente de la arteria coronaria

descendente anterior izquierda en rata Wistar macho.

e Determinar el area de infarto miocardico después de 24 h y 48 h de oclusién coronaria
mediante la relacion del &rea total y el area necrosada de ventriculo izquierdo de los grupos sin

y con tratamiento

e Evaluar el efecto del captopril y LQM319 en una dosis de 1 mg/Kg/dia por via intramuscular
después 24 hy 48 h de infarto miocardico mediante la determinacién sérica del biomarcador CK-

MB utilizando la prueba para la determinacion cuantitativa.

e Evaluar el efecto del captopril y LQM319 en una dosis de 1 mg/Kg/dia por via intramuscular
después 24 h y 48 h de infarto miocardico mediante la determinacion sérica del

biomarcadorTroponina | utilizando la prueba de un paso de Troponina | estilo casete para suero.

e Evaluar el efecto del captopril y LQM319 en una dosis de 1 mg/Kg/dia por via intramuscular
después 24h y 48 h de infarto miocardico mediante la determinacion sérica del biomarcador

Mioglobina utilizando la prueba de un paso de Mioglobina estilo casete para suero.
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4, HIPOTESIS

Se sabe que el Captopril y LQM319 han mostrado efecto en la reduccion de la extension del infarto
miocardico por lo que se espera que el compuesto Captopril y LQM319 disminuyan los niveles séricos
de los biomarcadores de dafio cardiaco como isoenzima CK-MB, Troponina | y Mioglobina; que se

elevan después de un IAM.

5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Material Bioldgico
Se utilizaron ratas Wistar macho con un peso de 300 a350 gramos jovenes. Los animales fueron

proporcionados por el bioterio del CINVESTAV-IPN. El manejo 6ptimo de los sujetos de experimentacion
se llevo a cabo con base en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999 "Especificaciones técnicas

para la produccion, cuidado y uso de animales de laboratorio”.

Para el estudio de los biomarcadores cardiacos se estudiaron en cuatro diferentes protocolos realizados

a tiempos de 24 y 48 h realizando pruebas en un grupo control, grupos testigo y grupos tratados.
Grupo Control: n = 5 ratas Wistar macho
Sin induccion de infarto miocardico por oclusion coronaria descendente anterior izquierda.

Grupos Controles Positivos. 5 ratas Wistar macho. A 24 h y 48 h de induccién de infarto miocardico por

oclusion coronaria descendente anterior izquierda

Grupos Tratados: Captopril y LQM319 en una dosis 1 mg/kg/dia i.m. 5 ratas Wistar machoa 24 hy 48 h

de induccion de infarto miocardico por oclusion coronaria descendente anterior izquierda

5.2 Muestras utilizadas
La razdn principal para extraer sangre de las arterias es que se pueden obtener grandes muestras

rapidamente y de manera relativamente facil. Se llevd a cabo con toma de muestra de sangre entera a
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partir de una puncion cardiaca. Se anestesio a la rata con Pentobarbital en una dosis de 40 mg/Kg i.p.
Se localiz6 el corazdn palpando el esterndn, aqui se puncion6 el ventriculo izquierdo, introduciendo una
aguja de 25 mm x 21-23G y un tubo con anticoagulante de heparina para las determinaciones.

Habiendo tomado 5ml de muestra se centrifuga a 3500rpm x 5 min, obteniendo plasma que se tomé

como muestra para las pruebas de los biomarcadores cardiacos.

5.3 Reactivos

+ |SOENZIMA MB DE LA CREATIN QUINASA (CK-MB, Ref. 911-10)

Las isoenzimas creatina-kinasa pueden separarse e identificarse por una variedad de métodos
inmunolégicos. Los procedimientos de inmunoprecipitacion requieren del uso de sueros anti-M para
precipitar las isoenzimas CK-MM y CK-MB. Esto permite la determinacion de la actividad de CK-BB.

El ensayo actual emplea una técnica de inmunoinhibicién, la cual es mucho méas rapida y mas sencilla
que las técnicas usadas anteriormente. Gerhardt y Waldenstrom demostraron que la actividad de la
creatina-kinasa subunidad B en suero, puede ser medida rutinariamente como actividad residual después
de exponer el suero a un anticuerpo especifico producido en la cabra. Dicho anticuerpo es capaz de
inhibir la actividad de la subunidad M de la creatina-kinasa humana. La actividad residual resultante de la
subunidad CK-B es medida a través de un ensayo cinético de N-acetilcisteina activada, el cual mide el
incremento en absorbancia a 340nm debido a la formacién de NADPH. Este método asume una
actividad insignificante de la isoenzima CK-BB ya que esta normalmente presente en niveles menores a
los del limite de deteccion del ensayo.

Los reactivos utilizados vienen listos para su uso:

- Reactivo 1. Solucion de sustrato (después de la reconstitucién) contienen: 20mmol/L NAC,
2.1mmol/L ATP, 5mmol/L AMP, 2.1mmol/L NADP 10umol/L AP5A, 30mmol/L CP, »2500 U/L
hexokinasa (levadura) 1500 U/L G-6 PDH (levadura) estabilizadores y un conservador.

- Reactivo 2. Solucién Buffer contiene: buffer, pH 6.8 a25°C, 21 mmol/L D-glucosa, estabilizadores

y un conservador.
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Si las muestras tienen una actividad de la CK- MB total superior a 500 U/L a 37°C, se repite el analisis
con un volumen reducido de muestra diluyendo con solucion salina al 0.9%, pues de lo contrario no se

garantiza la inhibicién completa. Los valores esperados de CK-MB son =25 U/L a 37°C

* MIOGLOBINA PRUEBA DE UN PASO ESTILO CASETE PARA SUERO (MARCA
DIAGNOSTICS Cat. IND. 810-1)

La prueba de un Paso de Mioglobina estilo casete es una ayuda para la determinacién de Mioglobina en
suero / plasma humano. Con algunas gotas de la muestra, esta prueba puede rapidamente proporcionar
un resultado cualitativo y visual para demostrar la presencia o la falta de Mioglobina dentro de unos
cuantos minutos. Los sujetos a prueba con niveles elevados de Mioglobina generalmente indican un

diagnéstico del infarto miocardico. El reactivo utilizado viene listo para uso en casete:
Ingredientes activos:
* Los anticuerpos recubiertos:
Control de la regién: (Ig G) anticuerpo policlonal
Prueba de la region: anti-mioglobina, anticuerpo A
Anticuerpos marcados: anticuerpo monoclonalanti-mioglobina;anticuerpoB.

* TROPONINA PRUEBA DE UN PASO ESTILO CASETE PARA SUERO, PLASMA, SANGRE
TOTAL (MARCA DIAGNOSTICS; Cat.IND. 810-1)

La prueba de Un Paso de Troponina | Cardiaca (cTnl) de estilo casete usado para determinar cTnl en
sangre total; suero ¢ plasma humano, con algunas gotas de la muestra, esta prueba puede proporcionar
rapidamente un resultado visual para indicar la presencia o la falta de cTnl en cuestiéon de min. Los

sujetos de prueba con niveles de cTnl indican un diagnéstico de infarto miocardico.

Ingredientes activos:
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* Los anticuerpos recubiertos:

Control de la region: (Ig G) anticuerpo policlonal

Prueba de la region: anti-cTnl anticuerpo A

Anticuerpos marcados: anticuerpo monoclonal anti-cTnl; anticuerpos B.

5.4 Materiales

AR N NN

N N N N

Material de Laboratorio
Matraz Erlenmeyer
Espatula

Caja Petri

Vasos de precipitados 250
mly 500 ml

Estuche de diseccion
Canastilla para animales
Viales ambar

Jeringas de insulina 1.0 mL

Sistema de extraccion de
sangre con aguja (S-
MONOQVETTE®)

——
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Piseta

Gradilla

Tubos de ensayo 3 mL
Termoémetro

Micropipetas de 50 pL y
1000 uL

Celdas de flujo 1cm de
cuarzo.

Gotero
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e Material para oclusion coronaria
Pinzas de mosquito
Pinzas de presién
Pinzas de diente de ratén
Pinzas de sutura
Tijeras

Camara de anestesia

e Reactivos
Acido Clorhidrico (0.01M)

Cloruro de Sodio PISA® (0.9% solucién
inyectable)

9.5 Equipos

v

Balanza analitica(SARTORIUS®, BL60S 0.1mg- 60 g)

Perilla
Agujas atraumaticas

Hilo seda de 5/0 (ocluir la arteria
coronaria) y de 2/0 (suturar piel)

Algodédn

Lampara

Agua desionizada MILLI-Q
Eter

Pentobarbital sddico al 6.5%

Balanza Granataria para animales (OHAUS ® 0.1- 2610g)

Barfio Maria Analégico ( THERMO FISHER® 12L)

Espectrofotdmetro CARY 1E UV-VIS (VARIAN, INC)

Centrifuga (4000 rpm)

——
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5.6 Disefio experimental
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5.6.1Pretratamiento con farmacos captopril y compuesto LQM319
Se pesan las ratas (n= 5+1), se administro la dosis del farmaco en 0.1mL de solucidn salina con jeringa

via intframuscular.

Fig. 14Tratamiento de rata Wistar Macho por via intramuscular ( Laboratorio de Farmacologia del Miocardio)

e Se realiza la solucién de Captopril a una dosis de 1.0 mg/kg i.m. Se prepara un estimado para 8

ratas a concentracion 1mg/kg de peso en 0.1mL.
1mg/kg (peso promedio (g)/ 0.1ml) 0.9mL= g de captopril

Se pesan los gramos de captopril calculados en la balanza analitica. Se diluye el captopril en 0.9

mL de solucién salina fisiologica (0.9%).

e Se realiza el tratamiento de LQM319 a una dosis de 1.0 mg/kg. Se prepara un estimado para 8

ratas a concentracion 1mg/kg de peso en 0.1 mL.
1mg/kg (peso promedio (g)/ 0.1ml) 0.9 mL= gramos de LQM 319
*Se pesan los gramos de LQM 319 calculados en la balanza analitica.
*Se coloca el LQM 319 en 0.3 mL de HCL 0.01 M, para tener una mejor solubilizacion.

*Se diluye lo anterior en 0.7 mL de soluciédn salina fisiolégica (0.9%).
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5.6.2 Induccidn de infarto miocardico por oclusion coronaria descendente anterior izquierda in vivo. Se

realiz6 una cirugia por ligadura permanente.

Se coloco la rata dentro de la cadmara de anestesia, se
rasurd el area del costado y se realizd la incision de
piel y musculo para llevar a cabo una toracotomia
entre el 4° y 5° espacio intercostal. Se extrajo el
corazon, se localizé la arteria coronaria y se ligd con
hilo seda de 5/0 mediante una aguja atraumatica.
Posteriormente se regreso el corazén y se suturaron el
musculo y la piel y se permitié la recuperacion del

animal.42

Fig. 15 Cirugia por Oclusién Coronaria

5.6.3 Obtencion de muestras
Se llevd a cabo con toma de muestra de sangre entera a partir de una puncion cardiaca para

tener al grupo control.

v' Se anestesio a la rata con Pentobarbital Sédico (6.5%) y se localizé el corazén palpando el
esterndn, aqui se punciond el ventriculo izquierdo, introduciendo una aguja de 25 mm x 21-23G,
ayudado del Sistema de extraccion de sangre heparinizado. Habiendo tomado la muestra de
sangre se lleva a un tubo para ser centrifugado a 3500rpm x 5 minutos en la centrifuga,
obteniendo plasma que se tomaron como muestra para las pruebas de Ig_s biomarcadores

cardiacos. %

af =
Fig. 16 Sistema S-MONOVETTE Fig. 17 Funcionamiento del Sistema S-MONOVETTE
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5.6.4 Técnicas para la determinacion de biomarcadores cardiacos

Después de obtener la muestra de plasma, se coloco en el refrigerador a una temperatura de 4°C, ya
que la actividad de las enzimas es inestable y puede perderse en un almacenamiento prolongado hasta
de 24 h; por lo cual son trabajadas el mismo dia después de haber concluido con todas las tomas de

muestra.

A continuacion se mencionan las técnicas a seguir de acuerdo a los insertos de cada uno de los kits
utilizados.

5.6.4.1 Determinacion cuantitativa

5.6.4.1.1 IsoenzimaCreatinCinasa MB
a) Preparar el reactivo agregar buffer de acuerdo al volumen marcado en la etiqueta del
frasco (2.5 mL).

b) Mezclar y esperar 5 min para la reconstitucion y mezclar suavemente, no debe ser
turbio.

c) Entubos separados pipetee 1mL de reactivo e incubar a 37°C en Bafio Maria.

Fig. 18Bafio Maria Analogico, THERMO FISHER® 12L
(FOTOGARIA TOMADA EN UIM, FESC CAMPO 4)

d) Agregar 40 uL de plasma, mezclar e incubar 10 min.

37

——
 —



Ruimico ~starmacéutico SSidlogo

UNA
CUAUTrrLIXr!

e) Leer absorbancia contra agua desionizada a 340nm. (A1)*

f) Registrar la absorbancia a los 4 minutos (A2)*

5.6.4.2 Método en Analizador Espectofotometro UV*

Fig.19Espectofotometro UV/VIS CARY 1E UV-VIS (VARIAN, INC)
(FOTOGARIA TOMADA EN UMI, FESC CAMPO 4)

a) Se utilizan celdas de cuarzo de 1mL previamente limpias

b) Se enciende el Espectofotometro y después el sistema de registro (computadora).

Sales System Selection

[T Semdation Mode

v

o

(¢ Cary 100

" Cay 40

| o
U Comm

Fig 20. Programa Analizador “SIMPLE READS APPLICATION VARIAN®”

38

——
 —



Ruimico ~starmacéutico SSidlogo

UNAM
CUAUTITLAN

c) Se selecciona el programa analizador “SIMPLE READS APPLICATION VARIAN®”
que se utiliza para comenzar el registro; se pulsa en el programa “SETUP” para

colocar la longitud de onda deseada, en este caso 340nm.

d) Se coloca agua desionizada (MILLI-Q) en las celdas de cuarzo y se llevan a los
carriles correspondientes donde se hace pasar el haz de luz, con el fin de obtener
los blancos. Se pulsa dentro del programa en “ZERQ” para tener el blanco dentro

del programa.

Fig 21. Programa Analizador “SIMPLE READS APPLICATION VARIAN®” en proceso de lectura.

e) En una de las celdas se coloca la muestra y se vuelve a colocar en el carril
correspondiente para su lectura. Se pulsar “READ” para obtener la primera lectura,
sin sacar la celda, a los 4 min exactos se vuelve a pulsar “READ” para la segunda

lectura.

f) Al término de todas las lecturas se coloca “CLEAR ALL” para borrar todos los

datos y concluir con el procedimiento; hasta apagar el equipo.
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5.6.4.3 Método de un Paso Estilo Casette

Fig. 22Casete para prueba rapida
(FUENTE. KIT DE PRUEBA DE UN SOLO PASO PARA MYO Y TROPONINA cTnl)

5.6.4.4 Troponina | cardiaca estilo casete para suero.
Colocar todos los componentes de prueba y muestras del paciente a temperatura ambiente. Se retira el

dispositivo de prueba después de romper la bolsa, entonces se coloca sobre una superficie plana y
limpia. Usando un gotero, transfiere 3 gotas de suero al pozo de muestra del dispositivo de prueba
hasta obtener las bandas de color. Dependiendo de la concentracion de cTnl en la muestra de prueba,

los resultados positivos pueden ser observados en pocos segundos.

5.6.4.1.1Mioglobina estilo casete para suero.
Colocar todos los componentes de prueba y muestras de paciente a temperatura ambiente. Se retira el

dispositivo de prueba después de romper la bolsa, entonces se coloca sobre una superficie plana y

limpia.

Depositar el suero en la pipeta provista y distribuir 2 gotas (aproximadamente 80 uL) dentro de pozo de
la muestra del casete. Hasta la aparicion de las bandas de color. Dependiendo de la concentracion de
Mioglobina en la muestra de prueba, los resultados positivos pueden ser observados en pocos
segundos.
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Fig. 23 Ejemplo de resultados para el Método Estilo Casete
(FUENTE. KIT DE PRUEBA DE UN SOLO PASO PARA MYO Y TROPONINA cTnl)

5.6.5Valores de referencia

Los limites de referencia o normalidad utilizados son los establecidos por el laboratorioen funcién a la
metodologia utilizada. Estos limites se resumen en la siguiente tabla:

Tabla.2 Valores de referencia en 1AM

CK-mMB 7-25U/La37¢C
Mioglobina 19-92 ng/mL
cTnl >1,5 ng/mL en IAM
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6. RESULTADOS
En este trabajo se determinaron las concentraciones de la isoenzima CK-MB, proteina Troponina y
proteina Mioglobina en ratas Wistar macho sin oclusién coronaria, oclusion coronaria de 24 h, 48 h,

tratamiento con Captopril y el compuesto LQM319 tanto a 24 h como a 48 h de oclusién coronaria.

En la gréfica 1a se muestra la determinacion de la isoenzima CK-MB en U/L en comparacidn con los
diferentes grupos experimentales a las 24 h de oclusién coronaria. Como podemos observar, para los
grupos con oclusion coronaria + tratamiento con Captopril se obtuvieron 90 U/L y con el compuesto
LQM319 120 U/L. Se realizé un ANOVA con un nivel del 95.0% de confianza, donde puesto que el valor-
P de la raz6n-F es mayor o igual que 0.05, no existe una diferencia estadisticamente significativa entre

las medias de los 3 grupos.

En la gréfica 1b se muestra la comparacién de los diferentes grupos experimentales en la determinacién
de isoenzima CK-MB en U/L a las 48 h de oclusion coronaria. Los resultados muestran que en el grupo
testigo con oclusién coronaria fue de 30U/L y para los grupos con oclusidn coronaria + tratamiento previo
de Captopril se obtuvo 90 U/L y con el compuesto LQM 319 se obtuvo un valor de 30 U/L. Se realiz6 un
ANOVA con un nivel del 95% de confianza, donde puesto que el valor-P de la razén-F es mayor o igual

que 0.05, no existe una diferencia estadisticamente significativa entre las medias de los 3 grupos.

En la grafica 2a se muestra la determinacién de la proteina Troponina en ng/ml en comparacion con los
diferentes grupos experimentales a las 24 h de oclusién coronaria. Se determind que para el grupo
testigo de oclusion coronaria fue de 50 ng/ml, para los grupos con oclusion coronaria + tratamiento previo
de Captopril 15 n/mly con el compuesto LQM319 se obtuvo 10 ng/mL. Se realizé un ANOVA con un nivel
del 95% de confianza, donde puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0.05, existe una
diferencia estadisticamente significativa entre las medias de las 3 variables. Lo que quiere decir que

existe una disminucién significativa de la Troponina con los dos tratamientos.

En la grafica 2b se muestra la comparacién de los diferentes grupos experimentales en la determinacion
de proteina Troponina | a las 48 h de oclusion. En este caso se observa que para el grupo testigo con

oclusion coronaria fue de 40 ng/ml y para los grupos con oclusion coronaria + tratamiento previo de
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Captopril se obtuvo 10 ng/ml de la proteina y con el compuesto LQM319 5 ng/ml. Se realiz6 un ANOVA
con un nivel del 95% de confianza, donde puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0.05,
existe una diferencia estadisticamente significativa entre las medias de los 3 grupos. Lo que quiere decir
que tanto el Captopril como el LQM 319 disminuyeron significativamente la cantidad de proteina en

suero.

Los resultados para la proteina Mioglobina a las 24 h y 48 h se muestran en las graficas 3a y 3b,
respectivamente. Claramente se observa que para ninguno de los tiempos asi como de los tratamientos

no se obtuvo algun cambio.

Para tener un mejor control de nuestras ratas con oclusion de la arteria coronaria izquierda se obtuvieron
valores sobre el porcentaje de area afectada; donde en estas encontramos que al grupo con tratamiento
de LQM319 disminuye el &rea de necrosis respecto al area de infarto en ratas sin tratamiento; esto se

puede mostrar en las tablas siguientes.

6.1 Resultados del porcentaje de area necrosada en los diferentes grupos.

Tabla.3 Porcentaje de area de infarto miocardico después de 24 h de oclusion sin y con tratamiento.

OCLUSION CAPTOPRIL LQM319
CORONARIA
PROMEDIO 53.472 % 37.356 % 24.462 %
DESVIACION ESTANDAR £25.3 6.8 44
ERROR ESTANDAR £11.3 3.0 2.0
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Tabla.4 Porcentaje de area de infarto miocardico después de 48 h de oclusion sin y con tratamiento.

OCLUSION CAPTOPRIL LQM319
CORONARIA
PROMEDIO 39.91% 33.084 % 22.372 %
DESVIACION ESTANDAR +74 +7.8 +25
ERROR ESTANDAR +3.3 +35 +1.1
(4]
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6.2 Resultados de los biomarcadores cardiacos

6.2.1 Determinacion de la Isoenzima CK-MB post-infarto miocérdico 24 h de oclusion.

ISOENZIMA CK-MB

180
160 -
140 -
120 -

100 -

u/L

80 -

60 -

40 -

20 -

Control sin oclusion  Testigo 24h de oclusion  Tratado Captopril 24h  Tratado LQM 319 24h
de oclusion de oclusion

Grafica 1a. En esta gréfica se muestran los resultados de CK-MB (U/L) en modo de comparacion de
todos los grupos; iniciando por los grupos control y testigo, consecuente de las determinaciones que se
realizaron a las 24 h en grupos con tratamiento. ANOVA con un 95.0% de confianza no existe una

diferencia significativa.
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6.1.1  Determinacion de la Isoenzima CK-MB post-infarto miocardico 48 h de oclusion.

ISOENZIMA CK-MB

160 -
140 -
120
100

80 -

u/L

60 -

Control sin oclusiéon Testigo 48h de oclusion Tratado Captopril 48h de Tratado LQM 319 48h de
oclusion oclusion

Grafica 1b. En esta gréafica se muestran los resultados de CK-MB (U/L) en modo de comparacién de
todos los grupos; iniciando por los grupos control, consecuente de las determinaciones que se
realizaron a las 48 h en grupos con tratamiento. ANOVA con un 95.0% de confianza no existe una

diferencia significativa; en los grupos marcados (*) con respecto a los otros grupos.
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6.1.2 Determinacion de la proteina Troponina | pos-infarto 24 h de oclusion.

Proteina Troponina

80 ~

Control sin oclusion  Testigo 24h de oclusion Tratado Captopril 24h deTratado LOM 319 24h de
oclusion oclusion

Grafica 2a. En esta grafica se muestran los resultados de cTnl (ng/mL) en modo de comparacion de
todos los grupos; iniciando por los grupos control y testigo, consecuente de las determinaciones que se
realizaron a las 24 h en grupos con tratamiento. ANOVA con un nivel del 95% de confianzaexiste una
diferencia significativa;en los grupos marcados (*) con respecto a los otros grupos.
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6.1.3 Determinacion de la proteina Troponina | pos-infarto 48 h de oclusion.

Proteina Troponina
70
60 -
50 -
- 40 -
E
~—
o
<30 -
*
20 -
10
*
0 T
Control sin oclusiéon Testigo 48h de oclusion  Tratado Captopril 48h de Tratado LQOM 319 48hde
oclusion oclusion

Grafica 2b. En esta gréfica se muestran los resultados de cTnl (ng/mL) en modo de comparacion de
todos los grupos; iniciando por los grupos control, consecuente de las determinaciones que se
realizaron a las 48 h en grupos con tratamiento. ANOVA con un nivel del 95% de confianza existe una
diferencia significativa; en los grupos marcados (*) con respecto a los otros grupos.
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6.1.4 Determinacion de la proteina Mioglobina pos-infarto 24 h de oclusion.

Proteina Mioglobina

Control sin oclusiéon Testigo 24h con Tratado Captopril Tratado LQM 319
oclusion 24h con oclusiéon 24h con oclusiéon

Gréfica 3a. En esta grafica se muestran los resultados de Myo (ng/mL) comparando con todos los
grupos; iniciando por los grupos control y testigo, consecuente de las determinaciones que se

realizaron a las 24 h en grupos con tratamiento.
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6.1.5 Determinacion de la proteina Mioglobina pos-infarto 48 h de oclusién.

Proteina Mioglobina

0.8 A

0.6 A

ng/ml
o
(%3]

0.4 A

0.3 A

0.1 A

Control sin oclusiéon Testigo 48h con Tratado Captopril Tratado LQM 319
oclusion 48h con oclusiéon 48h con oclusiéon

Gréfica 3b. En esta gréfica se muestran los resultados de Myo (ng/mL) comparando con todos los
grupos; iniciando por los grupos control y testigo, consecuente de las determinaciones que se

realizaron a las 48 h en grupos con tratamiento.
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7. ANALISIS DE RESULTADOS

Las enfermedades cardiovasculares son una de las primeras causas de mortalidad en todos los paises
industrializados, dentro de ellos se encuentra México,donde las enfermedades cardiovasculares
ocupan el segundo lugar como causa de mortalidad después de la diabetes y en varios paises
industrializados, ha llegado a ocupar la primera causa de muerte por lo que las investigaciones y sus

resultados expresados en tratamientos novedosos, han aumentado.2 3

El problema es que las enfermedades cardiovasculares no afectan solamente a personas mayores,
también se revelan muchos datos de nifios y jovenes con serios problemas en la formacion de
ateromas, el engrosamiento de las arterias, la formacion de trombos o coagulos y otros problemas que
derivan en infartos, insuficiencia cardiaca, trombosis, ateroesclerosis o espasmos musculares del

corazén.23

Dentro de este grupo de enfermedades, el Infarto Miocardico, es el de mayor importancia, para el cual
se llevan acabo gran nimero de investigaciones en el desarrollo de nuevos farmacos, que ademas de

demostrar mejorias se producen con un nuevo impacto frente a la enfermedad.?2 3

Desde principios del siglo XIX en nuestro pais, los farmacos disponibles para la terapéutica, se
encontraban en preparaciones crudas de plantas, animales o minerales. Posteriormente, debido al
desarrollo de la experimentacion fisiolégica, y de la quimica medicinal en paises Europeos, el
aislamiento, purificacion e identificacion de componentes activos de viejas preparaciones, asi como la

sintesis de nuevos farmacos, se hizo posible.46.47

En la Unidad de Posgrado de la FES-CUAUTITLAN se encuentra el Laboratorio de Farmacologia del
Miocardio, donde se realizan las pruebas farmacologicas a nuevos compuestos, los cuales pueden

presentar actividades beneficas sobre el sistema cardiovascular.40:41
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En colaboracion con el Laboratorio de Quimica Medicinal se buscan y prueban farmacos, entre los
cuales se encuentran nuevos farmacos para diferentes tipos de arritmias cardiacas. Esto ha permitido
que por medio del disefio asistido por computadora y sintesis organica, se obtuviera una serie de
compuestos a lo que se nos ha dado la tarea de compararlos con farmacos que ya se encuentran en el
mercado y asi probar el comportamiento y eficacia de estos compuestos; para que a partir de esto

lleguen a ser prescritos a la poblacién mexicana.40.41

En el desarrollo de estas investigaciones es necesario conocer su modo de accién, metabolismo,
excrecion asi como la relacion existente entre el efecto maximo del farmaco y su dosis, donde en una
etapa preclinica, el farmaco debe ser rigurosamente sometido a una serie de ensayos biolégicos para
determinar su eficacia y farmacologia. Estos ensayos determinaran el espectro de actividad biolégica
del nuevo compuesto y ayudaran a aclaran su mecanismo de accién, empleando técnicas para
observar reportar y analizar los efectos primarios y secundarios que podria tener la sustancia, este
trabajo contribuye a realizar todos estos procedimientos que son necesarios para que el o los nuevos

compuestos sean autorizados y funcionales.40.41.42:43

En estudios previos de evaluacion farmacolégica de la serie de LQM muestran que el compuesto
LQM319 presenta diversos efectos en problemas de salud cardiovascular como el efecto antiarritmico,
ademas de tener un actividad vasodilatadora ,en otras evaluaciones se demuestra un efecto hipotensor
en rata Normotensa y un efecto antihipertensivo en rata SHR. Ademas de presentar un efecto

vasorrelajante semejante a Captopril.40.:41:42:43

Para caracterizar el efecto del compuesto LQM319 y realizar una comparacién de eficacia contra el
farmaco Captopril que actiia como iECA, el cual en pacientes con IAM, disminuyen la frecuencia de
fallo cardiaco, disfuncién ventricular derecha y disminuyen la mortalidad posinfarto. Los mayores
beneficios se observan cuando se inicia el tratamiento dentro de las primeras 24 horas siguientes a un

infarto.47
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Entonces en el momento de hospitalizacion de una persona con sintomas de IAM, son utilizados
biomarcadores cardiacos para evaluar la fase en la que se encuentra el paciente, tales son CK-MB
(enzimatico) ademas de cTnly Myo (no enzimaticos) que son bastante especificos para la deteccion y
seguimiento del IAM, dentro de este acontecimiento se administran farmacos de primera eleccion
|[ECA.47.49

En el presente trabajo se realiza con un modelo in vivo “Induccién de Infarto Miocardico por oclusidn
coronaria descendente anterior izquierda” para comparar bioquimicamente al farmaco Captopril, que
lleva décadas dentro del mercado contra el compuesto Ditiomorfolinico LQM319, desarrollado dentro
de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan; evaluando su efecto como Inhibidor de la Enzima
Convertidora de Angiotensina en el momento de la formacién de la placa y después de esta; con ayuda

de marcadores cardiacos enzimaticos y no enzimaticos.

En los ultimos afios, las moléculas mas utilizadas por su cardioespecificidad son las proteinas
troponinas | y T cardiacas. La troponina | cardiaca (cTnl) es una molécula ampliamente utilizada en la
clinica, en multiples trabajos se demuestra su utilidad en el disgnéstico del IAM, apoyado por un
marcador mas sensible, mejora su funcién. En la necrosis celular que se desarrolla en este proyecto,
esta proteina demuestra ser una molécula muy especifica. La enzima creatincinasa aunque no es
especifica se utiliza en la diagnosis del IAM, sobre todo su isoenzima CK-MB, ademas de la proteina
Mioglobina que debido a su liberacion en las primeras horas tras un IAM y su alta concentracion en

musculo cardiaco, es un marcador muy utilizado desde hace afios.3848

En este proyecto la sensibilidad de estas moléculas fue de suma importancia para exponer la eficacia
como cardioprotectora nuestro compuesto LQM319 y ponerlo frente a Captopril;en donde al determinar
la isoenzima CK-MB se muestra la eficacia y potencia que tiene el compuesto LQM319 dentro de las
primeras 48h de necrosis celular disminuyendo sus niveles y que a diferencia del Captopril que no se

diminuyen tan rapido; por esto es utilizado a partir de las 72h postinfarto.
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La Troponina cardiaca |, es mas especifica puesto que en pacientes sanos esta proteina no es
detectada en el torrente sanguineo, recordando que esta proteina disminuye su valor después de las
24h pero en algunos casos perdura hasta 10 dias segun sea el proceso de recuperacion; lo que
observamos es que a las 24 h se observa una disminucion tanto en el Captopril como con el
compuesto LQM319, comprobando que tiene una alta eficacia al disminuir notablemente y a diferencia

del Captopril que no la disminuye como nuestro compuesto prueba a nivel cualitativo.3848

Debido a que el complejo proteico regula la funcién contréctil, en este caso del musculo cardiaco
expresada en las auriculas y en ventriculos nos ayuda a comprender que al administrar cualquier
farmaco de la familia iECA se produce una mejor contractilidad miocardica y con la determinacion post-
infarto de la troponina |, podemos corroborar el resultado de alta eficacia. Asi el principal beneficio
aportado por este grupo se pone en marcha a través del bloqueo de la actividad del SRAA, bloqueando
la conversion de angiotensina | en angiotensina Il, inhibiendo la degradacion de bradiquininas y
disminuyendo la activacién simpatica, mecanismos que como mencionamos contribuyen a nivel celular

como cardioprotector, ayudando a disminuir la necrosis y dafio cardiaco.47:49

En la determinacion de la proteina Mioglobina no se logra ver resultados puesto que esta proteina
aumenta dentro de las primeras 4 horas y disminuye dentro de las primeras 24h, debido a que se trata
de una molécula de bajo peso molécular, se dirige rapidamente hacia la célula miocardica demandante
dentro de las primeras 2 h después de haber ocurrido el IAM 'y dentro de nuestro estudio no se lograba
tener una lectura en el casete a las 24 h y mucho menos a las 48 h; pero que puede darnos un

seguimiento en caso de reinfarto.

Al realizar el analisis estadistico ANOVA se demuestra que la Troponina | es el que marca nuestros
beneficios en este proyecto, dando un valor significativo alto; puesto que este marcador es esencial

para regulacion de la contraccion del musculo.
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Con base en lo anterior se determind que el compuesto Tiomorfolinico LQM319, muestra un efecto de
disminucién en un marcador cardiaco especifico post-IAM y una reduccion en la necrosis provocada en
el IAM; lo que nos indicaria que después de la generacion del trombo este disminuye con mayor
velocidad reduciendo las posibilidades de un re-infarto dentro del periodo hospitalario. El principal

mecanismo de accion de los IECA es la reduccion del remodelado ventricular y dilatacion
ventricular4’por lo que podemos indicar que tiene un efecto similar al de estos farmacos, lo que provoca
una disminucion significativa del volumen y de la presion diastdlica final del ventriculo izquierdo;

reduciendo el tamafio de la necrosis celular post-IAM.
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8. CONCLUSIONES

¢ Induciendo el infarto mediante la oclusién coronaria se logro determinar el area de infarto
miocardico después de 24h o 48h de oclusion coronaria se comprueba que el compuesto

LQM319 disminuye y con mejores resultados que el farmaco Captopril.

e Por medio de la determinacion de biomarcadores cardiacos, tales como la Troponina I, ck-MB 'y
Mioglobina se logro obtener una evidencia que con el tratamiento del compuesto LQM319 a
dosis de 1mg/Kg/dia y se tiene un efecto cardioprotector disminuyendo significativamente los
marcadores, ademas de reducir notablemente la necrosis celular medida después del

tratamiento.

e Determinando los niveles séricos de los marcadores cardiacos correspondientes al 1AM en
grupos sin oclusion coronaria y mas tratamiento con Captopril y LQM319, podemos indicar que
el marcador ideal para este proyecto es el que tiene alta sensibilidad y especificidad para
facilitar la diagnostico es la Troponina | puesto que demuestra significativamente su

disminucion y colabora notablemente con nuestro proyecto.
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Anexo I

Para poder determinar si los resultados de cada uno de los biomarcadores afectaban significativamente en los
resultados o en su efecto, que los compuestos no ejercieran efecto sobre los mismos, se realizaron dos métodos

estadisticos, Prueba t-student y Anélisis de Varianza simple, donde:

Se plantea la siguiente hipétesis:
Ho: valor de las medias de los tratamientos es igual a la media

Ha: al menos un par de las medias de los tratamientos son diferentes

Se realiz6 un andlisis de Varianza de dos factores con una sola muestra por grupo.
Tales hipotesis se comprobaron con los valores de F para una n=5y con una a = 0.05 de significancia,

considerando que:

Si Fexp<Ftb= no se rechaza Ho

Si Fexp>Ftab= se rechaza Ho

Este andlisis se realizo con ayuda del programa analitico STATGRAPHICS; separando los grupos primeramente

por biomarcador cardiaco y dentro de este de acuerdo a las toma de muestra en 24 y 48 horas.

ANOVA Simple - CK-MB por 24 horas TRATAMIENTO
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Este procedimiento ejecuta un andlisis de varianza de un factor para CK-MB. Construye varias pruebas vy

gréficas para comparar los valores medios de CK-MB para los 4 diferentes niveles de TRATAMIENTO. La

prueba-F en la tabla ANOVA determinaré si hay diferencias significativas entre las medias.

Resumen Estadistico para CK-MB

B.TRATAMIENTO Recuento |Promedio |Desviacion Estandar | Coeficiente de Variacion | Minimo

Captopril 5 101.0 31.4006 31.0897% 70.0

Control CO 5 110.8 37.4259 33.7779% 64.0

Control SO 5 84.8 27.8244 32.8119% 56.0

LQM319 5 129.2 54.733 42.363% 75.0

Total 20 106.45 39.6039 37.2043% 56.0
Coeficiente de Variacion |Minimo  |Méaximo |Rango

B.Testigo 24h de oclusion 33.7779% 64.0 164.0 100.0

B.TratadoCaptopril 24h de oclusio  |31.0897% 70.0 135.0 65.0

B.Tratado LQM 319 24h de oclusién |42.363% 75.0 208.0 133.0

Control sin oclusion 32.8119% 56.0 125.0 69.0

Total 37.2043% 56.0 208.0 152.0

B.TRATAMIENTO Méximo |Rango |Sesgo Estandarizado|Curtosis Estandarizada

Captopril 135.0 65.0 0.181698 -1.36784

Control CO 164.0 100.0 |0.359773 0.111632

Control SO 125.0 69.0 |0.701711 -0.367359

LQM319 208.0 133.0 [0.507715 -0.269206

Total 208.0 152.0 |1.64324 0.527368

Esta tabla muestra diferentes estadisticos de CK-MB para cada uno de los 4 niveles de TRATAMIENTO.

Tabla ANOVA para B.CK-MB por B.TRATAMIENTO

Fuente Suma de Cuadrados| Gl |Cuadrado Medio |Razén-F Valor-P
Entre grupos |5174.55 3 |1724.85 1.12 0.3701
Intra grupos  |24626.4 16 [1539.15

Total (Corr.) |29800.9 19

La tabla ANOVA descompone la varianza de CK-MB en dos componentes: un componente entre-grupos y un

componente dentro de los grupos. La razon-F, que en este caso es igual a 1.12065, es el cociente entre el

estimado entre-grupos y el estimado dentro de los grupos. Puesto que el valor-P de la razon-F es mayor o igual
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que 0.05, no existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media de CK-MB entre un nivel
de TRATAMIENTO y otro, con un nivel del 95.0% de confianza.

Pruebas de Multiple Rangos para CK-MB por TRATAMIENTO

Método: 95.0 porcentaje LSD

B.TRATAMIENTO Casos |Media |Grupos Homogéneos
Control SO 5 848 |X

Captopril 5 101.0 (X

Control CO 5 1108 |X

LQM319 5 129.2 |X

Contraste Sig. |Diferencia |+/- Limites
Captopril - Control CO 9.8 52.6003
Captopril - Control SO 16.2 52.6003
Captopril - LQM319 -28.2 52.6003
Control CO - Control SO 26.0 52.6003
Control CO - LQM319 -18.4 52.6003
Control SO - LQM319 -44.4 52.6003

* indica una diferencia significativa.

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacion multiple para determinar cuédles medias son
significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre cada
par de medias. No hay diferencias estadisticamente significativas entre cualquier par de medias, con un

nivel del 95.0% de confianza.

Verificacion de Varianza

Prueba Valor-P
Levene's |0.651473 |0.593505

Comparacion Sigma1 |Sigma2 |F-Ratio  |P-Valor
Captopril / Control CO ~ {31.4006 [37.4259 |0.703934 |0.7420
Captopril / Control SO~ {31.4006 (27.8244 |1.27357 |0.8204
Captopril / LQM319 314006 |54.733 0.329138 |0.3072
Control CO / Control SO |37.4259 (27.8244 |1.80922 ]0.5799
Control CO / LQM319 37.4259 |54.733 |0.46757 |0.4797
Control SO / LQM319 27.8244 |54.733 |0.258437 [0.2184
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El estadistico mostrado en esta tabla evalla la hipétesis de que la desviacion estandar de CK-MB dentro de

cada uno de los 4 niveles de TRATAMIENTO es la misma. De particular interés es el valor-P. Puesto que el

valor-P es mayor o igual que 0.05, no existe una diferencia estadisticamente significativa entre las

desviaciones estandar, con un nivel del 95.0% de confianza.

La tabla también muestra una comparacion de las desviaciones tipicas para cada par de muestras. P-valores

por debajo de 0.05, de los cuales hay 0, indican una diferencia estadisticamente significativa entre las dos

sigmas al 5% de nivel de significacion.

158

138

118

B.CK-MB

98

78

58

Medias y 95.0% de Fisher LSD

Captopril

Control CO Control SO

B.TRATAMIENTO

ANOVA Simple - CK-MB por 48 horas.Tratamiento

LQM319

Este procedimiento ejecuta un analisis de varianza de un factor para 48 horas.CK-MB. Construye varias pruebas

y graficas para comparar los valores medios de CK-MB para los 4 diferentes niveles de 48 horas de Tratamiento.

Resumen Estadistico para CK-MB

48 horas. Tratamiento

Recuento

Promedio

Desviacién Estandar

Coeficiente de Variacion

Minimo

Captopril

5

52.2

48.1892

92.3165%

0
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Control CO 5 37.6 17.855 47.4866% 17.0
Control SO 5 84.8 27.8244 32.8119% 56.0
LQM319 5 38.4 15.7734 41.0766% 26.0
Total 20 53.25 34.0014 63.8523% 0
48 horas. Tratamiento |Méaximo |Rango |Sesgo Estandarizado|Curtosis Estandarizada

Captopril 96.0 96.0 [-0.466097 -1.46302

Control CO 66.0 490 0927262 1.02206

Control SO 125.0 69.0 [0.701711 -0.367359

LQM319 66.0 400 [1.81103 1.93721

Total 125.0 125.0 ]0.587505 -0.446534

Esta tabla muestra diferentes estadisticos de CK-MB para cada uno de los 4 niveles de 48 horas de Tratamiento.

Tabla ANOVA para CK-MB por 48 horas de Tratamiento

Fuente Suma de Cuadrados| Gl |Cuadrado Medio |Razén-F Valor-P
Entre grupos |7309.75 3 |2436.58 2.66 0.0834
Intra grupos | 14656.0 16 1916.0

Total (Corr.) [21965.8 19

La tabla ANOVA descompone la varianza de CK-MB en dos componentes: un componente entre-grupos y un
componente dentro de los grupos. La razén-F, que en este caso es igual a 2.66003, es el cociente entre el
estimado entre-grupos y el estimado dentro de los grupos. Puesto que el valor-P de la razon-F es mayor o igual
que 0.05, no existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media de CK-MB entre un nivel

de 48 horas de Tratamiento y otro, con un nivel del 95.0% de confianza.

Pruebas de Multiple Rangos para 48 horas.CK-MB por 48 horas.Tratamiento

Método: 95.0 porcentaje LSD

Nivel Casos |Media |Grupos Homogéneos
Control CO |5 376 [X

LQM319 5 384 |X

Captopril 5 522 |XX

Control SO |5 84.8 X
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Contraste Sig. |Diferencia |+/- Limites
Captopril - Control CO 14.6 40.5784
Captopril - Control SO -32.6 40.5784
Captopril - LQM319 13.8 40.5784
Control CO - Control SO | * -47.2 40.5784
Control CO - LQM319 -0.8 40.5784
Control SO - LQM319 * 46.4 40.5784

* indica una diferencia significativa.

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién multiple para determinar cuales medias son
significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre cada
par de medias. El asterisco que se encuentra al lado de los 2 pares indica que estos pares muestranque si

haydiferencias estadisticamente significativas con un nivel del 95.0% de confianza.

Verificacion de Varianza

Prueba | Valor-P
Levene's |1.58518 |0.232035

Comparacion Sigma1 |Sigma2 |F-Ratio |P-Valor
Captopril / Control CO  |48.1892 |17.855 |7.28419 |0.0804
Captopril / Control SO |48.1892 |27.8244 |2.99948 |0.3126
Captopril / LQM319 48.1892 |15.7734 [9.3336 |0.0526
Control CO / Control SO |17.855 |27.8244 [0.41178 |0.4112
Control CO / LQM319 17.855 [15.7734 |1.28135 |0.8159
Control SO / LQM319 27.8244 1157734 |3.11174 |0.2974

El estadistico mostrado en esta tabla evalta la hipdtesis de que la desviacion estandar de CK-MB dentro de
cada uno de los 4 niveles de 48 horas de Tratamiento es la misma. De particular interés es el valor-P. Puesto
que el valor-P es mayor o igual que 0.05, no existe una diferencia estadisticamente significativa entre las

desviaciones estandar, con un nivel del 95.0% de confianza.

La tabla también muestra una comparacion de las desviaciones tipicas para cada par de muestras. P-valores
por debajo de 0.05, de los cuales hay 0, indican una diferencia estadisticamente significativa entre las dos

sigmas al 5% de nivel de significacion.
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ANOVA Simple - Troponina | por 24 horas de Tratamiento

Este procedimiento ejecuta un andlisis de varianza de un factor para Troponina |I. Construye varias pruebas y

gréficas para comparar los valores medios de Troponina | para los 4 diferentes niveles de 24 horas de

tratamiento.

Resumen Estadistico para Troponina |

Control SO

LQM319

Esta tabla muestra diferentes estadisticos de Troponina | para cada uno de los 4 niveles de 24 horas de

tratamiento.

24 horas.tratamiento |Recuento |Promedio |Desviacion Estandar | Coeficiente de Variacion | Minimo
Captopril 5 11.2 13.1034 116.995% 1.0
Control CO 5 58.0 31.1448 53.698% 10.0
Control SO 5 0 0 % 0
LQM319 5 8.2 12.8919 157.218% 0
Total 20 19.35 28.5865 147.734% 0
24 horas.tratamiento |Maximo |Rango |Sesgo Estandarizado|Curtosis Estandarizada

Captopril 30.0 29.0 |0.834294 -0.682222

Control CO 90.0 80.0 |-0.85212 0.34782

Control SO 0 0

LQM319 30.0 30.0 |1.57818 1.25603

Total 90.0 90.0 |2.74146 1.06178
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Tabla ANOVA para 24 horas.Troponina | por 24 horas.tratamiento

Fuente Suma de Cuadrados| G/ |Cuadrado Medio |Razon-F Valor-P
Entre grupos |10295.0 3 |3431.65 10.50 0.0005
Intra grupos  {5231.6 16 |326.975

Total (Corr.) [15526.6 19

La tabla ANOVA descompone la varianza de Troponina | en dos componentes: un componente entre-grupos y
un componente dentro de los grupos. La razén-F, que en este caso es igual a 10.4951, es el cociente entre el
estimado entre-grupos y el estimado dentro de los grupos. Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que
0.05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media de Troponina | entre un nivel de

24 horas de tratamiento y otro, con un nivel del 95.0% de confianza.

Pruebas de Multiple Rangos para 24 horas.Troponina | por 24 horas.tratamiento

Método: 95.0 porcentaje LSD

Nivel Casos |Media |Grupos Homogéneos
Control SO |5 0 X

LQM319 5 8.2 X

Captopril 5 112 |X

Control CO |5 58.0 X

Contraste Sig. |Diferencia |+/- Limites
Captopril - Control CO * -46.8 24.244
Captopril - Control SO 11.2 24.244
Captopril - LQM319 3.0 24.244
Control CO - Control SO | * 58.0 24.244
Control CO - LQM319 * 49.8 24.244
Control SO - LQM319 -8.2 24.244

* indica una diferencia significativa.

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién multiple para determinar cuales medias son
significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre cada
par de medias. El asterisco que se encuentra al lado de los 3 pares indica que estos pares muestran que si hay

diferencias estadisticamentesignificativasconunniveldel95.0%deconfianza.
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Verificacion de Varianza

Prueba |Valor-P
Levene's |2.48407 [0.0979655

Comparacion Sigma1 |Sigma2 |F-Ratio |P-Valor
Captopril / Control CO 13.1034 |31.1448 |0.17701 |0.1221
Captopril / Control SO 13.1034 |0 1#INF  [0.0000
Captopril / LQM319 13.1034 [12.8919 |1.03309 |0.9756
Control CO / Control SO |31.1448 |0 1.#INF  {0.0000
Control CO / LQM319 31.1448 112.8919 |[5.83634 |0.1159
Control SO /LQM319 0 12.8919 (0 0.0000

El estadistico mostrado en esta tabla evalla la hipétesis de que la desviacién estandar de Troponina | dentro de
cada uno de los 4 niveles de 24 horas de tratamiento es la misma. Puesto que el valor-P es mayor o igual que
0.05, no existe una diferencia estadisticamente significativa entre las desviaciones estandar, con un nivel del

95.0% de confianza.

La tabla también muestra una comparacion de las desviaciones tipicas para cada par de muestras. P-valores
por debajo de 0.05, de los cuales hay 3, indican una diferencia estadisticamente significativa entre las dos

sigmas al 5% de nivel de significacién.

Medias y 95.0% de Fisher LSD

i
1 71

Captopril Control CO Control SO LQM319
24 horas.tratamiento

87

67

a7

27

24 horas.Troponina |

-13

69

——
 —



Ruimico ~starmacéutico SSidlogo

UNAM
CUAUTITLAN

ANOVA Simple - 48 horas.Troponina | por 48 horas.tratamiento
Este procedimiento ejecuta un andlisis de varianza de un factor para Troponina I. Construye varias pruebas y

gréficas para comparar los valores medios de Troponina | para los 4 diferentes niveles de 48 horas de

tratamiento.

Resumen Estadistico para Troponina |

48 horas.tratamiento |Recuento |Promedio |Desviacion Estandar | Coeficiente de Variacion | Minimo
Captopril 5 12.0 17.8885 149.071% 0
Control CO 5 42.0 28.6356 68.1801% 0
Control SO 5 0 0 % 0
LQM319 5 1.0 2.23607 223.607% 0
Total 20 13.75 23.3326 169.691% 0
48 horas.tratamiento |Maximo |Rango |Sesgo Estandarizado|Curtosis Estandarizada
Captopril 40.0 40.0 [1.1482 0.142636

Control CO 80.0 80.0 |-0.303238 0.761631

Control SO 0 0

LQM319 5.0 5.0 2.04124 2.28218

Total 80.0 80.0 |3.01293 1.86159

Esta tabla muestra diferentes estadisticos de Troponina | para cada uno de los 4 niveles de 48 horas de

tratamiento.

Tabla ANOVA para Troponina | por 48 horas de tratamiento

Fuente Suma de Cuadrados|Gl |Cuadrado Medio |Razén-F Valor-P
Entre grupos |5763.75 3 11921.25 6.71 0.0038
Intra grupos  {4580.0 16 [286.25

Total (Corr.) [10343.8 19

La tabla ANOVA descompone la varianza de Troponina | en dos componentes: un componente entre-grupos y
un componente dentro de los grupos. La razdn-F, que en este caso es igual a 6.71179, es el cociente entre el
estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0.05,
existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media de Troponina | entre un nivel de 48

horas de tratamiento y otro, con un nivel del 95.0% de confianza.
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Pruebas de Multiple Rangos para Troponina | por 48 horas de tratamiento

Método: 95.0 porcentaje LSD

Nivel Casos |Media |Grupos Homogéneos
Control SO |5 0 X

LQM319 5 1.0 X

Captopril 5 120 |[X

Control CO |5 42.0 X

Contraste Sig. |Diferencia |+/- Limites
Captopril - Control CO ¥ -30.0 22.684
Captopril - Control SO 12.0 22.684
Captopril - LQM319 11.0 22.684
Control CO - Control SO | * 42.0 22.684
Control CO - LQM319 * 41.0 22.684
Control SO - LQM319 -1.0 22.684

* indica una diferencia significativa.

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacion multiple para determinar cuédles medias son
significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre cada
par de medias. El asterisco que se encuentra al lado de los 3 pares indica que estos pares muestran que si hay

diferencias estadisticamente significativas con un nivel del 95.0% de confianza.

Verificacion de Varianza

Prueba | Valor-P
Levene's |2.04698 |0.147803

Comparacion Sigma1 |Sigma2 |F-Ratio  |P-Valor
Captopril / Control CO ~ |17.8885 (28.6356 |0.390244 |0.3843
Captopril / Control SO 17.8885 |0 1.#INF 0.0000
Captopril / LQM319 17.8885 [2.23607 |64.0 0.0014
Control CO / Control SO |28.6356 |0 1.#INF 0.0000
Control CO / LQM319 28.6356 |2.23607 [164.0 0.0002
Control SO / LQM319 0 2.23607 |0 0.0000

El estadistico mostrado en esta tabla evalua la hipétesis de que la desviacidn estandar de Troponina | dentro de

cada uno de los 4 niveles de 48 horas de tratamiento es la misma.
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La tabla también muestra una comparacion de las desviaciones tipicas para cada par de muestras. P-valores
por debajo de 0.05, de los cuales hay 5, indican una diferencia estadisticamente significativa entre las dos

sigmas al 5% de nivel de signifiacion.

Medias y 95.0% de Fisher LSD
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