NACIORAL AUTOMOMA

S “? j’j’—
P N s

DE MEXICO

INS'I'I'I\'I‘()'N'I)E‘
CARDIOLOGIA
IGNACIO*CHAVEZ

INSTITUTO NACIONAL DE CARDIOLOGIA
"IGNACIO CHAVEZ”

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
“ZARAGOZA”

ek
N FES
ZARAGOZA

ESTUDIO DE LOS POLIMORFISMOS DEL GEN eNOS EN LA
SUSCEPTIBILIDAD GENETICA AL DESARROLLO DE
RESTENOSIS EN PACIENTES CON STENT CORONARIO.

TESIS

PARA OBTENER EL GRADO DE

LICENCIADO EN QUIMICA FARMACEUTICO
BIOLOGICA

PRESENTA:
ANGELICA VIRIDIANA BARRIOS RODAS

DIRECTOR DE TESIS: DR. JOSE MANUEL FRAGOSO LONA
ASESOR DE TESIS:QFB MARIA LOURDES VEGA NAVARRETE

MEXICO, D.F.




DEDICATORIAS

A mis padres, por apoyarme incondicionalmente, porque gracias a ustedes hoy en dia soy la
persona que soy, por que han hecho todo lo posible para que logre mis suefios y por darme su
apoyo en los momentos mas dificiles y lo mas importante, por amarme tanto como yo los AMO

a ustedes.

A Ricardo, que has sido mi amigo, mi confidente, mi apoyo; mi peloi te agradezco todo lo que
hemos vivido a lo largo de este viaje maravilloso que hemos recorrido juntos, que nos ha

ayudado a crecer como personas, como pareja y como profesionales, TE AMO.

A Sergio, gracias por ser un apoyo para mi mama y para mi, por esas noches que me ayudaste a

estudiar y por tomarte un tiempo siempre para escucharme. Aunque no lo diga TE QUIERO.

A mi hermano Alberto, para que aprendas que con constancia y dedicacion se pueden lograr

nuestros suefios, nada es imposible; TE AMO hermanito. Siempre lucha por tus suefos.

A mis amigas Marva, Eli y Yashué, que siempre estuvieron conmigo en las buenas y en las malas
y por los buenos momentos que hemos compartido y no olvidaré, espero que esta amistad duré

muchos afios mds, las quiero mugris.

A mis angeles (mi mami Teresa, mi abuelito Amilcar, mi abuelita Juvencia y mi prima Patsy)
gue se nos adelantaron en el camino; aunque sé que donde quiera que estén siempre me

acompafiaran y me hubiera gustado compartir éste logro con ustedes en vida, los extrafio.




AGRADECIMIENTOS

Al Dr. José Manuel Fragoso Lona por permitirme ser parte de este proyecto, exigi€ndome mas
cuando usted sabia que podia dar mas de mi, entre muchas otras cosas; pero lo que siempre le
reconoceré y agradeceré es siempre dedicarnos a sus alumnos un tiempo cuando lo

necesitamos.

A la Q.F.B. Maria Lourdes Vega Navarrete por su apoyo a lo largo de este proyecto y porque

gracias a usted desarrolle mi gusto por la genética que me ha abierto el panorama profesional.

A la Q.F.B. Patricia Vidal Millan porque a lo largo de la carrera me ensefié a siempre esforzarme
mas, que el conocimiento es infinito por lo que no hay que dejar de prepararse y sobre todo a

tener pasion en lo que haga ademas de que el éxito es consecuencia de la perseverancia.

Al Q.F.B. Francisco Javier Parada Garcia y al M. en C. Arturo Valle Mendiola gracias por ser
parte de este proceso tan importante para mi y por sus comentarios para lograr un mejor

trabajo.

‘Solo friunfa gn ¢l mundo quicn se levanta g busca a las circunstancias g las crea si no
las gncuentra”
Bernard Shaw




CONTENIDO

INDICE DE FIGURAS
INDICE DE TABLAS
ABREVIATURAS
A.  INTRODUCCION
B. MARCO TEORICO

1. ATEROSCLEROSIS

1.1. DIAGNOSTICO CLINICO
2.  SINDROME CORONARIO AGUDO (SCA)

2.1 FISIOPATOLOGIA DE SCA
2.2 EL ENDOTELIO Y DISFUNCION
2.3 TRATAMIENTO

3 RESTENOSIS

3.1  FISIOPATOLOGIA DE RESTENOSIS
4 OXIDO NITRICO (ON)

4.1  BIOSINTESIS DEL OXIDO NiTRICO
4.2 OXIDO NITRICO SINTASA (NOS)
5  GEN DEL OXIDO NITRICO SINTASA ENDOTELIAL (eNOS)

5.1 POLIMORFISMOS
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

D. HIPOTESIS
OBJETIVO
METODOLOGIA

1. DISENO




UNIVERSO

VARIABLES

4. TECNICAS

ANALISIS ESTADISTICO

G. RESULTADOS

H. DISCUSION DE RESULTADOS

CONCLUSION

PERSPECTIVAS

K. ANEXOS

1. EXTRACCION DE DNA POR METODO DE EXPULSION SALINA. Modificado de ", ........... 54

2. TECNICA DE PCR EN TIEMPO REAL

L. REFERENCIAS




INDICE DE FIGURAS

FIG. 1: ELECTROCARDIOGRAMA NORMAL %%

FIG. 2: CLASIFICACION DE LOS SINDROMES CORONARIOS AGUDOS (SCA). EL
ELECTROCARDIOGRAMA (ECG) PERMITE DISTINGUIR DE ENTRADA ENTRE LOS SCA CON Y SIN

ELEVACION DEL SEGMENTO ST.HBPM: HEPARINA DE BAJO PESO MOLECULAR *?

FIG. 3: ETAPA DE OXIDACION DEL PROCESO ATEROSCLEROTICO ™

FIG. 4: ETAPA DE INFLAMACION DEL PROCESO ATEROSCLEROTICO™. ..., 16

FIG. 5: ETAPA DE TROMBOSIS DEL PROCESO ATEROSCLEROTICO™. ..o, 18

FIG. 6: BAJO CONDICIONES PATOLOGICAS SE PRODUCEN ALTERACIONES EN UNO O MAS DE LOS
MECANISMOS DE SENALIZACION MOLECULAR EMITIDOS POR EL ENDOTELIO, LO CUAL ES

CONOCIDO COMO DISFUNCION ENDOTELIAL®

FIG. 7: CLASIFICACION DE MEHRAN DE LA REESTENOSIS INTRASTENT DE ACUERDO CON LA

EXTENSION DEL PROCESO PROLIFERATIVO M%) . oooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeees e e e eever s s s st veressenon 22

FIG. 8: MECANISMOS DE RESTENOSIS “?

FIG. 9: REACCION GENERAL CATALIZADA POR LA NOS: FORMACION DE ON EN DOS PASOS

CONSECUTIVOS O, oo eee e ee e e ee v v s s e e eeses s s s s s et es s s s s s seses s s s s essesesssassesasarans 29

FIG. 10: LA MOLECULA DE OXIDO NITRICO (ON) POSEE UN ELECTRON DESAPAREADO, EL CUAL
INTERACTUA RAPIDAMENTE CON OTRAS MOLECULAS QUE TAMBIEN TIENEN ELECTRONES
DESAPAREADOS, TALES COMO LAS PROTEINAS O LAS ESPECIES REACTIVAS DEL OXIGENO (ERO)

B0 e ee e e e s s s s s s s s s aresarasasasatasesasaseseseseseseseseee e e e e e e e e s r s rarararararasararasatasaserarenenenenenenenen 30



file:///E:/TESIS%20FINAL.docx%23_Toc383614847
file:///E:/TESIS%20FINAL.docx%23_Toc383614848
file:///E:/TESIS%20FINAL.docx%23_Toc383614848
file:///E:/TESIS%20FINAL.docx%23_Toc383614848
file:///E:/TESIS%20FINAL.docx%23_Toc383614849
file:///E:/TESIS%20FINAL.docx%23_Toc383614850
file:///E:/TESIS%20FINAL.docx%23_Toc383614851
file:///E:/TESIS%20FINAL.docx%23_Toc383614852
file:///E:/TESIS%20FINAL.docx%23_Toc383614852
file:///E:/TESIS%20FINAL.docx%23_Toc383614852
file:///E:/TESIS%20FINAL.docx%23_Toc383614853
file:///E:/TESIS%20FINAL.docx%23_Toc383614853
file:///E:/TESIS%20FINAL.docx%23_Toc383614854
file:///E:/TESIS%20FINAL.docx%23_Toc383614855
file:///E:/TESIS%20FINAL.docx%23_Toc383614855
file:///E:/TESIS%20FINAL.docx%23_Toc383614856
file:///E:/TESIS%20FINAL.docx%23_Toc383614856
file:///E:/TESIS%20FINAL.docx%23_Toc383614856
file:///E:/TESIS%20FINAL.docx%23_Toc383614856

FIG. 11: ESTRUCTURA DE LA ENZIMA ENOS. TOMADA DE HTTPS://WWW.CAYMANCHEM.COM

O e ee e s e v v v s s v v et ar et et et et et et et et et et e s e e A et e e et e e e e e s s s s r s s s arararararerarasarereren e e e e neenen 31

FIG. 12: LOCALIZACION DEL GEN ENOS. .......cvvveeveveveerereriereisisissessssesissavsssssssssesssssesassssasasssssassns 33

FIG. 13: LOCALIZACION DE LOS POLIMORFISMOS -786 T/C, -1474 A/T Y EN EL EXON 7 GLU298ASP

DENTRO DEL GEN ENOS. ......ooooiiiiiiiiiiiiiiiiciietic ettt 34

FIG. 14.-DESEQUILIBRIO DE LIGAMIENTO ENTRE LOS POLIMORFISMOS GLU298ASP, -786 T/C Y -

1474 T/A. TOMADA DEL PROGRAMA HAPLOVIEW VERSION 4.1. c..cveevevererireerrrrieisrrieisrasisisaenns 45

FIG. 15.- AREA DE EXTRACCION DEL LABORATORIO DE GENOMICA "INSTITUTO NACIONAL DE

CARDIOLOGIA"

FIG. 16.- AREA DE PCR EN TIEMPO REAL. LABORATORIO DE GENOMICA DEL "INSTITUTO

NACIONAL DE CARDIOLOGIA"



file:///E:/TESIS%20FINAL.docx%23_Toc383614857
file:///E:/TESIS%20FINAL.docx%23_Toc383614857
file:///E:/TESIS%20FINAL.docx%23_Toc383614858
file:///E:/TESIS%20FINAL.docx%23_Toc383614859
file:///E:/TESIS%20FINAL.docx%23_Toc383614859

INDICE DE TABLAS

TABLA 1.- PRIMERS UTILIZADOS PARA CADA SNP EN DONDE SE MUESTRA CUAL ESTA MARCADA

COMO VIC /FAM EN PCR EN TIEMPO REAL

TABLA 2.-CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS DE PACIENTES CON Y SIN RESTENOSIS. ................. 42

TABLA 3.-FRECUENCIAS ALELICAS Y GENOTIPICAS DE LOS POLIMORFISMOS (GLU298ASP,-786T/C

Y -1474T/A) DEL GEN ENOS EN PACIENTES CON Y SIN RESTENOSIS

TABLA 4 .- MODELO DE HERENCIA AJUSTADO DEL POLIMORFISMO -1474 T/A DEL GEN ENCS. .. 44

TABLA 5.-ANALISIS DE HAPLOTIPOS DEL GEN ENOS EN PACIENTES CON Y SIN RESTENOSIS. ....... 46




ABREVIATURAS

Acido acetilsalicilico

Antecedentes de diabetes mellitus
Dimetilarginina asimétrica
Adenosin difosfato

Angina estable

Angina inestable

Proteincinasa B

Angioplastia transluminal coronaria
Calmodulina

Creatin fosfo cinasa fraccién MB

Células musculares lisas
Cirugia de revascularizacién cardiaca
previa

Stents liberadores de farmacos
Diabetes mellitus tipo 2
Acido desoxirribonucléico

Deoxinucledtidos trifosfato
Enfermedades crénicas esenciales del
adulto

Electrocardiograma
Enfermedades crénicas no transmisibles

Factor relajante derivado del endotelio
Oxido nitrico sintasa endotelial

Factor de crecimiento epidérmico
Especies reactivas de oxigeno

Flavin adenina dinucledtido

Food and Drug Administration
Factor de crecimiento fibroblastico
Flavinmononucledtido

Guanilato ciclasa

Guanosin monofosfato ciclico
Guanosin trifosfato

Hipertensidn arterial sistémica
Heparina de bajo peso molecular
Lipoproteinas de alta densidad
Infarto agudo de miocardio
Intervalo de confianza

Molécula de adhesidn intracelular

Interleucina

Interferdn

Intervencionismo previo

Insuficiencia renal crénica

Isquemia silente

indice de presién arterial tobillo/brazo
kilobases

Kilodalton

Lipoproteinas de baja densidad
Lipoproteinas de baja densidad oxidadas
Receptor de LDL oxidadas

Proteina quimiotactica de monocitos

Factor estimulante de colonias de macroéfagos
Acido ribonucléico mensajero

Oxido nitrico sintasa mitocondrial
Nicotinamida adenina dinucleotido fosfato

Oxido nitrico sintasa neuronal

Oxido nitrico sintasa

Oxido nitrico

Péptido natriurético auricular

Proteina C reactiva o reaccion en cadena de la
polimerasa

Proteina C reactiva de alta sensibilidad

Factor de crecimiento derivado de plaquetas
Angioplastia transluminal coronaria
percutanea

Razéon de momios

Sindrome coronario agudo

Duodecil sulfato de sodio

Polimorfismos de un solo nucleétido
Tetrahidrobloptenina

Tomografia computarizada

Factor transformador de crecimiento
Factor de necrosis tumoral

Molécula de adhesidn vascular

Factor de crecimiento endotelial vascular




A. INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares ocupan el primer lugar de morbilidad y
mortalidad en casi dos terceras partes de la poblacion mundial. Cada afio,
mueren alrededor de 17 millones de personas por enfermedad cardiovascular,
se estima que cada 4 segundos ocurre un evento coronario y cada 5 segundos
un evento vascular cerebral 2.

En México al igual que en otros paises emergentes y en la mayoria de los paises
desarrollados la prevalencia de las enfermedades cronicas no transmisibles
(ECNT) o también denominadas enfermedades crénicas esenciales del adulto
(ECEA), tales como hipertension arterial sistémica (HTAS), diabetes mellitus tipo
2 (DM-2), obesidad y aterosclerosis entre otras, han demostrado un crecimiento
exponencial en las Ultimas dos décadas, llegando a superar la prevalencia de las
enfermedades transmisibles en el adulto sin excluir a los adolescentes y a la
poblacion infantil. A esta transformacion se ha aplicado el término de “Transicion
epidemioldgica” ¢

En paises como México, la transicién epidemioldgica genera un doble problema
de salud publica y un grave problema social, ademas de un descontrol de los
sistemas de salud que se ven enfrentados al impacto econémico-social *2).

Hoy en dia se buscan desesperadamente nuevas técnicas que permitan
encontrar el origen de las enfermedades cronicas, responsables del mayor gasto
en la salud W.Llas enfermedades cardiovasculares tienen una etiologia
multifactorial con participacion de factores genéticos y ambientales, por lo que la
identificacion de genes de susceptibilidad tiene relevancia para el desarrollo de
nuevos tratamientos y la prediccion del riesgo de enfermedad. Asi, la estrategia

ha sido analizar los polimorfismos presentes en genes candidatos que codifican




para proteinas importantes en el sistema homeostatico encargado de mantener
el buen funcionamiento del sistema cardiovascular. Se han reportado varios
estudios en poblaciones caucésicas, asiaticas y africanas pero hay pocos datos
en la poblacién mexicana .

Por lo que se ha decidido estudiar el gen Oxido Nitrico Sintasa Endotelial
(eNOS); ya que es una enzima encargada de la produccién de éxido nitrico
(ON) en el organismo. EI ON cumple una serie de funciones relacionadas con la
homeostasis del sistema vascular, de ello se deduce que la reduccion de la
actividad de esta molécula constituye uno de los elementos claves en todos los
procesos fisiopatologicos que culminan en las enfermedades cardiovasculares
®) Sin embargo, este gen no solamente se ha relacionado con enfermedades
cardiovasculares sino que también con enfermedades como cancer de préstata

© preclamsia ", neumonia relacionada con la influenza AHIN1 ®, riesgo de

osteonecrosis en pacientes con lupus eritematoso sistémico ), edema pulmonar

de altura ! entre muchas otras.

Por lo que realizar el estudio de los polimorfismos eNOS-786 T>C (rs2070744),
eNOS-1474 A>T (rs1800783) y en el exdn 7 Glu298Asp (rs1799983) es muy
importante para tratar de establecer una correlacion entre la presencia de alguno
de sus alelos y la susceptibilidad o resistencia al desarrollo de la restenosis tras

el implante de stent coronario en la poblacidon mexicana.




B. MARCO TEORICO

1. ATEROSCLEROSIS

La aterosclerosis o mas correctamente llamada enfermedad aterotrombotica es
una enfermedad progresiva y multifactorial; que se desarrolla de forma
caracteristica focal (areas de distribucion o maxima turbulencia) y al mismo
tiempo sistémico (cerebral, cardiaco, renal, aorta abdominal, miembros
inferiores); es de indole genético, asociada al factor edad pero no
necesariamente y casi siempre se debe a la actuacién sinérgica de uno o mas
factores de riesgo cardiovascular (tabaquismo, hipertension arterial, dislipidemia,
diabetes y obesidad. Abarca un amplio espectro de eventos pro-inflamatorios y
pro-trombaéticos que afectan al endotelio, cuyo desarrollo ocurre a lo largo de 40
0 50 afos iniciando en etapas tan tempranas como la infancia y adolescencia y
suele estar muy avanzada cuando aparecen los sintomas. Se caracteriza por la
acumulacion de lipidos en las capas intima y media arterial, acompafiada de la
proliferacién de células musculares lisas que conducen a la formacion de la
placa aterosclerética +1213.14.1516.17)

Reportes epidemioldgicos en los Estados Unidos de América y paises Europeos,
asi como, datos de la Secretaria de Salud de la Republica Mexicana brindan
sélidas bases para afirmar que esta mortal enfermedad, permanecera en un
lugar predominante de entre los problemas de salud para las siguientes dos
décadas 81920,

La ateroesclerosis es la causa subyacente de la mayoria de las enfermedades
cardiovasculares como la enfermedad arterial coronaria, el sindrome isquémico

coronario agudo, estenosis, entre otros, que a su vez causan la mayor parte de




las muertes en los paises desarrollados, y en muchas regiones en vias de

desarrollo @Y,

1.1.

Las técnicas utilizadas para el diagnostico de la aterosclerosis so

DIAGNOSTICO CLINICO

n: (22.23.24)

La prueba de ejercicio: a pesar de que se suele considerar una técnica

imprecisa en individuos asintomaticos.

indice de presion_arterial tobillo/brazo (ITB): (sensibilidad =90% vy

especificidad =98%)

Ecografia carotidea: Mediante esta técnica se obtienen imagenes

nitidas de la pared arterial, sobre todo en la pared posterior de la
cardtida comun, donde puede medirse con precision el grosor del
complejo intima-media.

Deteccidn de calcio coronario por tomografia computarizada (TC): Estas

técnicas son muy sensibles para la deteccion de calcificaciones en las
arterias coronarias.

Resonancia _magnética: puede utilizarse a modo de coronariografia

para detectar lesiones oclusivas coronarias en pacientes sintomaticos,
no descarta que existan placas que ocluyen menos del 50% del lumen

vascular.

Estudio de la funcién endotelial: La técnica de estudio ecografico de la
funcién endotelial en la arteria braquial, que es la mas ampliamente
utilizada, evalia los cambios de calibre del vaso ante dos tipos
diferentes de estimulos: el aumento de flujo post-isquemia inducida por
un torniquete, que libera 6xido nitrico enddégeno, relajante del masculo

liso, y en condiciones normales causa una vasodilatacion que es, por




definicion, dependiente del endotelio, y la administracion de
nitroglicerina sublingual como donante exdgeno de 6xido nitrico, que
produce una vasodilatacion independiente del endotelio y refleja el
funcionamiento del musculo liso arterial.

Proteina C reactiva de alta sensibilidad (PCR hs): a diferencia de la

PCR convencional, un reactante de fase aguda que sélo aumenta en
caso de inflamacion importante, aguda o crénica, su determinacion en
suero se ha incorporado a la bateria de factores de riesgo medidos en
varios estudios prospectivos grandes, los cuales han confirmado su
valor prondstico, independiente y mas alla de otros factores de riesgo,
de la incidencia de enfermedad vascular aterosclerética en individuos

asintomaticos.

Electrocardiograma (ECG) : (Fig 1)®®

Ecocardiografia convencional

Gammagrafia con talio y otras pruebas .Defectos de perfusion

miocardica de imagen de perfusion del miocardio

Ecocardiografia _transesofagica: identifica hallazgos de placas de

ateroma en la aorta

Ecografia abdominal: si hay aterosclerosis identifica un aneurisma

aortico

Detectar marcadores inflamatorios: Moléculas de adhesién (molécula de

adhesién intracelular 1 [ICAM-1], molécula de adhesion vascular 1
[VCAM-1], selectina-E, selectina P); citocinas (interleucinas 1, 6, 8 y 10

y factor de necrosis tumoral a [TNF-a]); reactantes de fase aguda:




fibrinbgeno, amiloide A y proteina C reactiva; recuento leucocitario,
troponina C, troponina .

Andlisis _sanguineos: Recuento elevado de leucocitos, quimica

sanguinea: triglicéridos, glucosa y colesterol (total, HDL, LDL).

Retraso en el
nadulo AV

Linea basal

'y

Despolarizacion de Repolarizacion de 7 | $ I
las auriculas los ventriculos ' +—1-1 Duracipn del COTD'
ln’t@‘r‘f o QT B 1 1
Despolarizacian de 0 02 04
los ventriculos Segundos

Fig. 1: Electrocardiograma normal ®

2. SINDROME CORONARIO AGUDO (SCA)

El término sindrome coronario agudo (SCA) fue introducido en 1985 por Fuster

para diferenciar los eventos fisiopatoldgicos especificos que distinguen la angina

inestable y el infarto de miocardio de la enfermedad coronaria estable. ®®Los

sindromes coronarios se clasifican en estables e inestables. Los sindromes
estables se caracterizan fisiopatologicamente por la existencia de un
desequilibrio entre la oferta y la demanda de oxigeno por parte del miocardio. Su
traduccion anatémica suele ser una placa ateromatosa significativa que
condiciona un descenso de perfusion en una zona del miocardio. El flujo que
llega a esta zona en condiciones de reposo es suficiente, mientras que al

aumentar las demandas (por ejemplo durante el ejercicio fisico) es insuficiente y




se produce un desequilibrio, con la consiguiente aparicion de isquemia
miocardica y angina; y se encuentran los inestables o también llamados
sindromes coronarios agudos (SCA) que incluyen la angina inestable, el infarto
agudo de miocardio (IAM) sin elevacion del segmento ST(no Q), el IAM con
elevacion del segmento ST(transmural o con onda Q) y la muerte subita @,

El sindrome coronario agudo (SCA) es un término operacional especialmente Util
en la evaluacion de los pacientes con dolor toracico con el que se designa a

cualquier conjunto de sintomas clinicos, compatibles con isquemia miocéardica

aguda 9.

El sintoma clasico asociado con SCA es disconfort o dolor en el torax; sin
embargo, los sintomas pueden incluir disconfort en otras areas del tronco,
nauseas, disnea, diaforesis, nadusea, y mareo. Los sintomas del IAM son
caracteristicamente mas intensos que los de la angina y duran mas de 15
minutos. Es posible que se presenten sintomas atipicos en ancianos, mujeres y
diabéticos ",

Para detectar SCA es necesario realizar diferentes estudios como:

e Hallazgos electrocardiograficos (Elevacion del segmento ST, depresion
isquémica del segmento ST >0.5 mm, un electrocardiograma normal o
cambios no diagnésticos en el segmento ST o la onda T).( Fig_2)®®

Marcadores séricos: Las Troponina | y T ya que son cardioespecificas,
mientras que la C carece de cardioespecificidad y de utilidad clinica.

Niveles de Creatin fosfo cinasa fraccion MB (CK-MB): Aungue no son
especificos del miocardio, durante varias décadas los marcadores

bioquimicos empleados para la confirmacién del dafio miocardico fueron

estos.




PCR (Proteina C reactiva) de alta sensibilidad.

Mioglobina: es el primer marcador que se eleva después del dafio celular
miocardico.

Péptido natriurético auricular (PAN): Es un nuevo biomarcador pertenece
a la familia de las hormonas peptidicas y juega un rol fundamental en la
homeostasis y las enfermedades cardiovasculares. EI PAN es una
prohormona almacenada en la auricula, que es liberada en forma activa:
PAN C- terminal y en forma inactiva: PAN N-terminal (NT-PAN), por lo
cual es menos rpida de clarificar en la circulacién y méas estable que el
PAN. Los niveles aumentados de NT-PAN estan asociados

proporcionalmente con tasas de mortalidad a largo y corto plazo 429,

Dolor toracico

EéG
‘z#!“:
»

W

SCA con elevacién SCA sin elevacion
del segmento ST del segmento ST

IST descendido o nomal)

.

Estrabhicacion del nasgo {tropaninas, etc. |

Infarto con elevacion

del segmento ST a .

Angina de pecho inestable e infarto
sin elevacion del segmento ST

i

HBPM
Antagonista de los receptores GPIIB/INIA
Farmaco antiisquémico

Fig. 2: Clasificaciéon de los sindromes coronarios agudos (SCA). El
electrocardiograma (ECG) permite distinguir de entrada entre los SCA con

y sin elevacion del segmento ST.HBPM: heparina de bajo peso molecular
28)




2.1 FISIOPATOLOGIA DE SCA

El proceso aterosclerético consta de 3 etapas: Oxidacion, inflamacion vy

trombosis.

< OXIDACION

El acontecimiento critico en el inicio del proceso aterogénico es el depdsito de
lipidos en la pared vascular a partir de las lipoproteinas plasmaticas,
especialmente las LDL (lipoproteinas de baja densidad) pequefas y densas, las
cuales son oxidadas por radicales libres en el espacio subendotelial. Los cuales
son causados por el estrés oxidativo generado por el desbalance de Oxido-
reduccion caracterizado por un aumento de las especies reactivas de oxigeno o
ERO donde se incluyen radicales libres y compuestos no radicales libres
derivados del oxigeno molecular, tales como el radical anion superoxido, el
radical hidroxilo y el peroxido de hidrégeno, entre otros, producto de la reduccion
incompleta del oxigeno en la cadena de transporte de electrones en la
mitocondria y/o de ciertas reacciones enzimaticas, estos productos no alcanzan
a ser compensados por las defensas antioxidantes; por lo que esto ocurre
principalmente en patologias degenerativas y/o procesos inflamatorios %3132,

La LDL produce un engrosamiento del interior de la pared del vaso que sirve de
mecanismo de defensa, reforzando estos lugares para que la arteria no se
rompa y pueda soportar este flujo, sin embargo si entra mas grasa de la que se
necesita el LDL se oxida. La capacidad aterogénica de las LDL pequefias y
densas radica en que al ser particulas mas pequefias, con menor contenido
lipidico, presentan una distribucion espacial diferente de las LDL normales,

hecho que impide su normal reconocimiento por los receptores B: E,

permaneciendo mas tiempo en circulacion y aumentando su probabilidad de




ingresar a la pared vascular y ser oxidadas. Como consecuencia de la oxidacion
se producen cambios importantes en la estructura de la lipoproteina; a partir de
ese momento la LDL deja de ser reconocida por los receptores B: E y pasa a ser
internalizada por los macrofagos por medio de los receptores basurero o
barredores (scavenger receptors), cuyo nimero aumenta por accion del M-CSF
(factor estimulante de colonias de macréfagos) recientemente se ha descubierto
otro receptor el LOX-1(Lectin-like Oxidized LDL receptor-1) que existe en la

superficie de estas células, jugando un importante papel en la activacion

endotelial %139 (Fig_3)*?

Fig. 3: Etapa de oxidacién del proceso aterosclerético 2.

< INFLAMACION

Las células endoteliales activadas expresan una variedad de citocinas que
tienen distintas acciones sobre los monocitos circulantes, asi el aumento en la
expresion de moléculas de adhesién como la molécula de adhesion intercelular

(ICAM-1) y la molécula de adhesion celular vascular (VCAM-1) favorece la




fijacion de los monocitos a la pared arterial, al ser atraidos por la secrecion de la
proteina-1 quimiotéctica de los monocitos (MCP-1), posteriormente penetran al
espacio subendotelial, donde el factor estimulante de colonias de macréfagos
(M-CSF) estimula su proliferacién y diferenciacion en macréfagos.

Las LDL oxidadas no son degradadas con facilidad en los lisosomas, como lo es
el LDL nativo, y tienden a acumularse en el citoplasma de los macréfagos, estos
ultimos producen citocinas que favorecen la proliferacién de células musculares
lisas y su migracion de la media a la intima como: interleucina- 1 (IL-1) que
interviene en la activacion celular, factor de crecimiento fibroblastico (FGF) que
induce la sintesis proteica y la division celular, factor de crecimiento derivado de
plaguetas (PDGF), el factor de crecimiento epidérmico (EGF) que estimulan la
proliferacién y migracion celular, factor de crecimiento endotelial vascular

(VEGF), factor transformador de crecimiento tipo alfa (TGF-alfa), FGF y TNF-alfa

gue activan la proliferacién y migracion de las células hacia la intima vascular

Los macréfagos son un primer mecanismo de defensa de la pared, y reciben la
ayuda de otros factores como el HDL que colabora en la limpieza de este exceso
de LDL oxidado; pero la sobrecarga de colesterol esterificado intracelular, forma
inclusiones citoplasmaticas y da lugar a la formacién de células espumosas,
constituyéndose asi las estrias grasas que pueden estar ya presentes en
jovenes e incluso en nifios. Debido a que hay un exceso de LDL oxidado que los
macrofagos no pueden eliminar, el sistema de limpieza queda sobrepasado y se
llega a un desorden celular y los macréfagos llenos de colesterol sufren

apoptosis. De tal manera que a partir de la estria grasa se forma la capa fibrosa.




Una vez activado el endotelio éste actia sobre los linfocitos T, permitiendo su
fijacion a la pared vascular mediante las moléculas de adhesion ICAM-1 y
selectina E, y su posterior penetracion a la intima por la secrecion de factores
quimiotacticos. Los linfocitos T en el ambiente subendotelial producen citocinas
como M-CSF (factor estimulante de colonias de macréfagos), factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-alfa) y fundamentalmente interferon gamma (INF-gamma) que
desempefian importantes funciones en el proceso de formacién de la placa
aterogénica. En cuanto a las plaquetas ,estas se fijan a las células endoteliales
segregando distintas citocinas entre las que se destaca el factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF) que juega un papel importante en la proliferacién

y migracién de las células musculares lisas hacia la intima (112133343536

(Fig_4)*?

Fig. 4: Etapa de inflamacién del proceso aterosclerético ™.

s TROMBOSIS

Al conjunto de macr6fagos muertos, cargados de lipidos y a las células
multinucleadas con restos de macréfagos y lipidos se le denomina nucleo

lipidico. Este centro lipidico esta rodeado por una capa de tejido conectivo que




se conoce como capsula fibrosa. Esta placa se denomina vulnerable, ya que

presenta riesgo de ruptura .Algunas caracteristicas que hacen propensas las

placas a las complicaciones tromboticas son las siguientes:
Nucleo lipidico de mayor volumen
Capa fibrosa delgada
Bordes de la capa fibrosa con fuertes elementos inflamatorios: gran
concentracion de macréfagos activados, que secretan enzimas
metaloproteinasas, que tienden a degradar el colageno, y a hacer por lo
tanto fisicamente mas débil a la placa.
Factores de riesgo
Fuerzas mecanicas de la sistole

La formacion del trombo se presenta en cuatro estadios:

1. Adhesividad plaquetaria.

2. Activacioén del factor VIl de coagulacion.

3. Propagacion del trombo.

4. Organizacién del trombo

Adhesividad plaquetaria: La ruptura de la placa o el dafio al endotelio provocan

la adherencia de las plaquetas. EI principal receptor plaquetario es el
denominado glicoproteina Ib-IX y se une al factor Von Willebrand en la pared
arterial, este ultimo sufre cambios en su superficie, con lo cual promueve la
adhesion. Una vez depositadas las plaguetas, éstas se extienden para cubrir la
mayor parte de la lesion liberando el contenido de los granulos intracelulares,
con lo cual contribuyen al inicio del proceso de la trombosis.

Activacion del factor de coagulacién: La lesiéon arterial expone el factor VIl al

factor tisular, este ultimo estimula la actividad enziméatica del factor Vlla para la




activacion de factores IX y X. Al activar el factor X se generan pequefias
cantidades de trombina que activa los cofactores V y VIII, con lo cual se genera
mayor cantidad de trombina; ésta a su vez es un agonista plaquetario muy
potente que recluta mas plaquetas al trombo.

Propagacion del trombo: Se realiza cuando méas plaguetas se incorporan a la

masa creciente del trombo, se activa un segundo receptor denominado
glicoproteina lIb/llla. Una vez que se activa une el fibrinbgeno a la plaqueta
manteniéndolos fuertemente unidos.

Organizacion del trombo: El desarrollo de un trombo es un balance entre dos

fuerzas opuestas, una que promueve la propagacion de éste y las fuerzas
opuestas que lo rodean y disminuyen su tamafio. El resultado final dependera de

la magnitud de cada una de estas fuerzas ya sea provocando la oclusion total de

la arteria, un trombo mural o la disolucién del coagulo 122137 (Eig 5) 12

Fig. 5: Etapa de trombosis del proceso aterosclerético 2.




2.2 EL ENDOTELIO Y DISFUNCION

El endotelio vascular es una monocapa de células que recubre el interior de los

vasos sanguineos y juega un papel clave en la prevencion de la ateroesclerosis,

pesa 1,8 kg y mide alrededor de 700 m?, no solamente acta como una barrera

mecanica entre la sangre y el vaso arterial, sino también como una glandula
autocrina, paracrina y endocrina. Este 6rgano de células planas es capaz de
regular el tono arterial, la proliferacion del muasculo liso, la agregacion
plaquetaria, la adhesién de los monocitos, la regulacion de la trombosis y
fibrindlisis, homeostasis mediacion de la inflamacion y la produccion de radicales
libres. Las sustancias vasodilatadoras secretadas por el endotelio son: el 6xido
nitrico (ON), la prostaciclina, la bradicinina y el factor hiperpolarizante, mientras
gue las sustancias vasoconstrictoras de origen endotelial son: la endotelina 1, el
tromboxano y la activacion de la angiotensina Il por la enzima conversora que se
expresa en la célula endotelial. De modo que la funcion del endotelio vascular
juega un papel primordial no solo en la génesis de la aterosclerosis sino también
en la hipertension y la insuficiencia cardiaca ¢339,

Por lo mismo diversos factores pueden modificar las funciones del endotelio y
provocar lo que se conoce como disfuncion endotelial. La disfuncién del
endotelio vascular resulta de la reduccion de la biodisponibilidad del 6xido nitrico
debido a la disminucion de su formacion o al incremento de su degradacion, en
ambos casos la formacién elevada de superdxidos y el estrés oxidativo
representan dos mecanismos importantes, que ocasionan dafio en la intima o

una disfuncion endotelial 23839




Hay no obstante, que tener en cuenta que cuando existe deterioro endotelial

pueden ademas afectarse otras funciones de este tejido (Fig 6) ©, y puede

facilitarse la interaccion de las plaquetas y los leucocitos con la pared vascular,

asi como el crecimiento y la migracién de las células musculares lisas “°.

Control fino de la dac opi Antiangiogénesis
Presion Arterial Antiproliferativa Antiagregante
Metabolismo de
Fibrindlisis  las lipoproteinas

Fig. 6: Bajo condiciones patolégicas se producen alteraciones en uno o mas de
los mecanismos de sefializacién molecular emitidos por el endotelio, lo cual es
conocido como disfuncién endotelial ©.

2.3 TRATAMIENTO

Debido a que la aterosclerosis ha ido en aumento durante los ultimos afios se
han disefiado distintos métodos y técnicas para evitar un mayor namero de
muertes a nivel nacional como mundial; antes de finalizar la década de los 70’s,
las Unicas opciones terapéuticas que podian ser ofrecidas a pacientes, eran el
manejo clinico y la cirugia de revascularizacion miocardica. En 1978 Gruentzig

en Zurich, realizo por primera vez una angioplastia transluminal coronaria (ATC)




o también llamada angioplastia transluminal coronaria percutanea (PTCA) con
balon 349,

Es un procedimiento de revascularizacion minimamente invasivo utilizado como
tratamiento a lesiones aterosclerdticas; esta técnica presenté un gran avance
cientifico que fue ocupando progresivamente un espacio en el tratamiento de
enfermedades cardiovasculares. A pesar de estos progresos significativos, la
ATC exhibe 4 aspectos importantes que limitan el empleo del balén: morfologias
de alta complejidad (que limitan una indicacibn mas amplia de esta técnica);
estenosis residuales mayores a 30% (que a pesar de significar éxito angiografico
tiene un impacto negativo en el pronéstico tardio); oclusion aguda del vaso
arterial (incidencia 3-5% responsable de las mayores complicaciones de la
técnica); y la re-estenosis coronaria la cual se retomara mas adelante 42434449,
Durante los noventa las estrategias para el tratamiento de esta enfermedad se
enfocaban basicamente en el bypass arterial coronario y la angioplastia
coronaria percutanea transluminal. Con el propdésito de optimizar los resultados

surge la idea a finales de los noventa de utilizar como tratamiento los stent

intracoronarios, que vinieron a revolucionar los métodos convencionales

convirtiéendose en la mejor herramienta y grandes optimizadores de los

resultados de la ATC para el tratamiento de este padecimiento. Pero la
colocacién de stents coronarios presentaba una alta incidencia de trombosis
aguda y sub aguda (10%-25%); la primera tentativa para reducir estas
complicaciones trombdticas fue la administracion de anticoagulacion sistémica
(acido acetilsalicilico —AAS—, warfarina/cumarinicos, dextran, dipiridamol y
heparina), pero los resultados demostraron un aumento de las complicaciones

vasculares. Por lo que se han disefiado stents liberadores de farmacos o Drug




Eluting Stents (DES) para evitar las complicaciones vasculares asi como
disminuir la tasa de re-estenosis ##43444346)

En un inicio los stents fueron diseflados como estructuras de soporte
(scaffolding), no como medios de liberacion de drogas; la primera generacion de
estos stents fue aprobado en el 2003 por la FDA (Food and Drug Administration)
“7 Los stents liberadores de farmacos la rapamicina (sirolimus) y paclitaxel son
los farmacos mas utilizados y con los que se han obtenido mayores beneficios

sin embargo hay antineoplasicos, inmunodepresores, inhibidores de Ila

migracion, cicatrizantes, etc 4”49,

Cuando aun y colocado un stent ya sea liberadores de farmaco o no, y se
descubre que hay presencia de mas del 50% del didmetro de estenosis en el
segmento del stent, se confirma la presencia de re-estenosis, tradicionalmente
la clasificacion se basa en la longitud de la lesién, si es focal (<10mm) o difusa
(>10mm) mediante una angiografia (Fig_7), ademas se puede clasificar la lesidon

en seis grupos (I-VI) de acuerdo al patron y que tan desarrollada se encuentre

Patrén  Longitud Subtipo y localizacion Esquema

Focal < 10mm  |A.Focal en articulacion o en hueco en la
arquitectura del stent.

IB. Focal en borde del stent (una solo
localizacion).

IC Focal en el cuerpo del stent.

1D. Multifocal en dos o mas sitios del stent.

Difuso 10mm II. Difuso intrastent, sin salir de este.

I11. Difuso proliferativo: abarca toda la
longitud del stent y se extiende fuera de
este.

V. Difuso, oclusion total con flujo TIMI 0.

Fig. 7: Clasificacion de Mehran de la reestenosis intrastent de acuerdo
con la extensién del proceso proliferativo “%.




en relacion con el vaso afectado “9°9,

Pero, se ha observado que entre un 12 y 30% de los pacientes con tratamiento
de stent intracoronario desarrollan restenosis.

Se observa en mas del 20% de los pacientes cuando se utilizan stents
medicados desnudos y en menos del 10 % cuando se implantan stents

medicados (4243:44:45.:46)

3 RESTENOSIS

La restenosis es un proceso complejo y multifactorial, considerada una
manifestacion vascular local que causa el estrechamiento del vaso sanguineo en
respuesta al dafio mecanico o fisico; que se inicia con la lesion causada por el
balén u otro dispositivo percutaneo en la pared arterial al momento de la ATC

(47,51,52,53)

Los factores implicados en la aparicion de la restenosis son varios, dentro de

ellos se encuentran: los clinicos (edad avanzada, sexo, presencia de angina

estable e inestable, infarto agudo de miocardio, diabetes mellitus, hipertension
arterial, dislipidemia, obesidad y tabaquismo), factores angiograficos (arterias de
poco diametro, estenosis largas, uso de varios stents convencionales) y factores
propios del procedimiento (menor diametro al final de la ACTP, retroceso
elastico, hiperplasia neointimal, trombo mural, entre otros). La mayor incidencia
de restenosis se produce entre los primeros 3 y 6 meses, y este intervalo es el
periodo de maxima vigilancia para diagnosticarla en pacientes asintomaticos. A
pesar de que ha habido tantos avances en la biologia vascular, farmacologia y
bioingenieria, la restenosis aun representa un problema significativo en la

poblacion 7505153,




3.1 FISIOPATOLOGIA DE RESTENOSIS

La fisiopatologia de la restenosis involucra eventos que son iniciados

inmediatamente después del implante de un stent o una ACTP y consta de 4

fases 0 mecanismos: (Fig_8) “®

Retraccion elastica: Es la regresion de la pared vascular que ocurre en forma

temprana como respuesta normal al estiramiento producido por el balon. La
retraccion elastica depende de caracteristicas plasticas de la placa
aterosclerdtica y caracteristicas elasticas de la pared arterial. Ocurre
principalmente durante los 30 minutos después de la ATC.

Formacion de trombo mural y respuesta inflamatoria: Inmediatamente después

de la implantacion del stent, hay denudacién endotelial, que produce la pérdida
de factores antitromboticos derivados del endotelio (prostaglandina I, factor
relajante derivado del endotelio, activador tisular del plasmindgeno, etc.) lo que
permite la adhesion y agregacion plaquetaria, con la subsiguiente degranulacién
y liberacion de sustancias procoagulantes, vasoconstrictoras y mitogénicas (PD-
GF, tromboxano A,, serotonina, ADP, factor de Von Willebrand, fibronectina,
factor V y fibrinbgeno)y protooncogenes produciendo un incontable nimero de
diversos factores de sefializacion celular iniciando una cascada de inflamaciéon y
realizando la adhesién de moléculas que causan la formacién del trombo. En los
préximos dias o semanas, una variedad de glébulos blancos se retnen en el
lugar del dafio, secretan sus propios factores, y ejercen su propia influencia en la
curacion del tejido. La respuesta inflamatoria puede persistir por meses.

Proliferacion neointimal: Es el resultado final de un proceso que comienza con el

dafio endotelial producido al inflar el balén de angioplastia en la intima arterial al

realizar la ATC el cual fractura la placa aterosclerética, invocando la adhesion y




activacion plaquetaria. La pérdida de la capa endotelial expone al colageno
subyacente al torrente sanguineo y al contactar con los receptores de membrana
de las plaguetas desencadenan los fendmenos de adherencia y agregacion
plaguetaria. Las plaquetas activadas liberan un factor de crecimiento que actta
en forma local sobre las células musculares lisas (CML) provocando su
migracion al trombo para actuar como un soporte , migrando desde la media a la
intima arterial en donde comienza la proliferacion. Existen otros factores
liberados por el endotelio lesionado por lo que se activa y expresa una serie de
moléculas de adhesién (ICAM-1, E-selectina, P-selectina y VCAM-1) que a su
vez activan las células musculares lisas, ademas los macréfagos atraidos a la
zona de angioplastia como parte de la respuesta inflamatoria. Eso constituye un
fuerte estimulo para la proliferacion de CML, las células musculares lisas
comienzan a aumentar la sintesis de DNA y cambiar su habitual fenotipo
contractil por uno proliferativo—secretor de proteoglicanos y dan lugar a una
sintesis excesiva de matriz extracelular, que resulta en un incremento de la
masa neointimal (hiperplasia). En forma concomitante, y a partir de los bordes

laterales de la lesibn comienzan a migrar y proliferar las células endoteliales

sanas, con el fin de recubrir la lesién porque éstas inhiben el crecimiento de las

CML a través de la produccion de o6xido nitrico; finalmente, las células
musculares lisas se transforman en secretoras. La hiperplasia neointimal es
incluso mas pronunciada con la implantacion de varios stents. Este proceso de
reendotelizacion es el Unico que puede poner fin a la proliferacion de CML,
mediante el factor inhibidor de la mitogénesis.

Alteraciones geométricas o0 remodelamiento cronico; El mecanismo final

responsable de la restenosis es el remodelamiento tardio del vaso. Durante los




primeros meses siguientes a la angioplastia, la neointima se expande, y el
volumen adicional comprende CML y matriz extracelular. La acumulacion de
fibras de colageno incrementa el volumen de matriz extracelular mientras en
paralelo se reduce la degradacion de coldgeno en la matriz extracelular
contribuyendo a la mayor presencia de colageno en la matriz. El remodelamiento
inadecuado de la pared arterial con cicatrizacion y constriccion de la adventicia
desempefia un papel en la pérdida del diametro luminal, esto produce una capa
neointimal. Este remodelado es bidireccional, con una reduccion posterior en el
area de corte transversal de la membrana elastica externa (entre 1 y 6 meses).
Son descritos el remodelamiento positivo (“‘efecto Glagov”: placas grandes que
no invaden la luz arterial) que puede ocurrir después de la angioplastia y el
negativo que puede contribuir a la restenosis que produce la compresion del
stent; estos son basicamente el incremento o reduccion del diametro de la
arteria coronaria en el sitio tratado comparado en relaciéon con un segmento de

referencia del vaso. Adicionalmente, es evidente la reendotelizacion de

segmentos parciales de la superficie del vaso lesionado (46:50:51:52:53.54.5,56)

Retraccidn Formacidn y
eldstica organizacién de
del trombo mural:
primer dia 1™ dos semanas

%/

REESTENOSIS

Froliferacidn Alteraciones
neointirnal: gecmétricas
1™ tres meses crénicas

Fig. 8: Mecanismos de Restenosis (46),




4 OXIDO NITRICO (ON)

En los primeros estudios realizados en 1980, Furchgott y Zawadzki demostraron
la necesaria presencia del endotelio vascular para producir relajacion de un
anillo de aorta toracica de conejo inducida por la acetilcolina, y concluyeron que
ésta la producia una sustancia difusible liberada por el endotelio, que se
denominé endothelium derived relaxing factor o factor relajante derivado del
endotelio (EDRF) ®7,

En 1987 Palmer, Ferridge & Moncada identificaron al EDRF como o6xido nitrico
(ON), al comparar las caracteristicas farmacologicas de ambos, y seguidamente
determinaron que el aminoécido L-arginina es el precursor biosintético del 6xido
nitrico (Palmer, Ashton & Moncada, 1988), motivo por el que se escogié como la
molécula del afio en 1992 por la revista Science. A partir de estos trabajos y en
los dltimos afios se han sefialado nuevas funciones del ON en procesos
fisiologicos vy fisiopatolégicos del organismo y las consecuencias para la salud
(57,58,59)-

El 6xido nitrico (ON) es un gas de vida media corta con elevada capacidad de
difusién, que va desde las células endoteliales hasta las células de musculo liso
de la pared vascular, que actia como factor relajante e interviene en numerosas
vias metabdlicas; es un radical libre diatbmico debido a que su electron no
pareado es inestable y en presencia de oxigeno y agua se oxida a nitrito y
nitrato; el ON ejerce multiples efectos sobre la funcién cardiaca a través de

acciones directas e indirectas sobre los cardiomiocitos ©%6%,




Ademas de que el ON ejerce regulacién en la vasodilatacion, tiene otro tipo de
funciones: regula la expresion de células musculares lisas vasculares, tiene un

efecto antiagregante plaguetario, contribuye al mantenimiento de la estructura de

la pared arterial y evita la adhesién leucocitaria local %,

4.1 BIOSINTESIS DEL OXIDO NITRICO

El ON es un producto de la ruta metabdlica denominada “via de la L-arginina—>
oxido nitrico”, en la que interviene una familia de enzimas denominadas Oxido
nitrico sintasas (NOS, por sus siglas en inglés) estas son capaces de incorporar
oxigeno molecular en dos pasos consecutivos (Fig_9). Ademas se requiere la
presencia de calmodulina (CaM) y de 4 cofactores: flavinmononucleétido (FMN),
flavin adenina dinucledtido (FAD), tetrahidrobloptenina (TBH) y nicotinamida
adenina dinucleotidofosfato (NADPH) ademas de Akt (proteincinasa B) para

g (57.58,59.61,62.6364) Eqtns cofactores son necesarios

fosforilar y activar a la NO
para el transporte de electrones de la o6xido-reduccién que ocurre entre el
oxigeno molecular y la L-arginina, ademas de que tiene una elevada afinidad por
el hierro del grupo hemo y por tanto reacciona con hemoproteinas como la
guanilato ciclasa (GCS) ©9.

El donador de electrones es el NADPH que cede dos electrones al FAD, el cual,
a su vez, reduce el FMN, este ultimo reduce el grupo prostético ferronemo a su
forma ferrosa, a la cual se puede unir ahora el oxigeno para oxigenar el sustrato
L-arginina. La reaccion global se inhibe por monoxido de carbono y la actividad
es completamente dependiente de calmodulina y calcio para las isoformas

neuronal y endotelial ¢*%%%%,




De esta forma, el 6xido nitrico asi generado es transferido desde la célula
generadora (célula endotelial) a una célula efectora (célula de musculo liso
adyacente), en donde se une principalmente al grupo hemo y activa a la enzima
guanilato ciclasa (GCS) una enzima soluble que provoca el aumento intracelular
de GMPc a partir de GTP, mediador de los efectos fisiolégicos produciendo

vasodilatacién (¢758:60.64.65)
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Fig. 9: Reaccion general catalizada por la NOS: Formacion de ON en dos pasos
consecutivos ©?.

El ON es capaz de reaccionar con especies reactivas de oxigeno (ERO): como
el anion superoxido formando peroxinitrilo (el peroxinitrilo es altamente reactivo)
0 con macromoléculas plasmaticas que contienen grupos sulfhidrilo, al igual que
cuando las concentraciones de L-arginina no son las adecuadas para el
metabolismo, esto ocurre debido a un importante incremento en la generacién
de radicales libres en practicamente todas las enfermedades que cursan con

disfuncién endotelial ®229 (Fig 10)
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Fig. 10: La molécula de Oxido Nitrico (ON) posee un electron desapareado, el
cual interactua rapidamente con otras moléculas que también tienen electrones
desapareados, tales como las proteinas o las especies reactivas del oxigeno
(ERO) %),

4.2 OXIDO NITRICO SINTASA (NOS)

Recientemente se ha clasificado a la NOS en cuatro isoformas: ©7:58:59:60.61,62,63,67)

e Endotelial (eNOS, NOS tipo Ill, NOS-3 o ecNOS): Isoforma constitutiva
calcio-dependiente del endotelio, responsable de la formacién habitual de
ON al actuar como sefializador molecular al igual que la nNOS. La eNOS
y la nNOS producen pequefias cantidades de ON (pmoles) y por cortos
periodos de tiempo (segundos a minutos), se activan por el complejo
Ca++-calmodulina (Ca++M). La velocidad de produccion de ON es de 16
nmol/s, tiene una masa molecular de 135 kDa y se expresa en el
endotelio vascular y endocardico, asi como en los cardiomiocitos, los
monocitos y las plaquetas.(Fig_11) ©®®
Inducible (iINOS, NOS tipo Il, NOS-2, macNOS o hepNOS): Isoforma
calcio-independiente se puede inducir tanto en el endotelio como en otras
células de la pared vascular, macrofagos, etc. En situaciones

inflamatorias o inmunoldgicas es estimulada, principalmente, por el factor




de necrosis tumoral (TNF) y diferentes interleucinas. Produce ON por
periodos largos de tiempo (horas) y en grandes cantidades (nmoles).La
velocidad de produccion de ON es de 105 mmol/s y su masa molecular es
de 125-130 kDa.

Neuronal (nNOS, NOS tipo I, NOS-1, bNOS o ncNOS): Es una isoforma
constitutiva calcio dependiente; presente en el cerebro. La velocidad de
produccion de ON es de 96 nmol/s y su masa molecular de 160 kDa

Mitocondrial (NOSmt): Localizada en la mitocondria, la cual se ha

sugerido es una modificacion postraduccional de la nNOS. Cuenta con

una masa molecular de 127 kDa.

M = myristoylation G2
P = palmitoylation C15, C26
I N = S-nitrosylation C94, C99
G = S-glutathionylation C689, C908
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Fig. 11: Estructura de la enzima eNOS. Tomada de https://www.caymanchem.com ©®.



https://www.caymanchem.com/app/template/Article.vm/article/2185;jsessionid=B7795683359FA66A201AF8A289E756BB

5 GEN DEL OXIDO NITRICO SINTASA ENDOTELIAL (eNOS)

El gen eNOS contiene 26 exones que abarcan aproximadamente 21 kb de DNA
gendmico que se localiza en el cromosoma 7935-g36 (Fig_12); es la principal
enzima que sintetiza ON en las células endoteliales; esta molécula juega un
papel fundamental en la regulacion del endotelio. Como se menciono
anteriormente, la eNOS tiene un papel crucial en la regulacién y funcién del
endotelio vascular, debido a que participa en la vasodilatacién, inhibe la
agregacion plaquetaria, la adhesién de leucocitos al endotelio, asi como la
proliferacion y migracion de células de musculo liso ©®. Estudios previos han
demostrado que la baja expresion del gen de la eNOS y su baja actividad
enzimatica, incrementan la contraccion vascular por vasoconstrictores como la
endotelina-1, tromboxanos Yy serotonina, intensificando la permeabilidad
vascular, la formaciéon de trombos exacerbando la proliferacién y migracion de
células musculo liso vascular en eventos ateroscleroticos, hipertension y

(70.717273) -~ Asi mismo, estudios in vitro de células endoteliales de

trombosis
arteria coronaria obtenidas de humano han demostrado que hay una significativa
disminucién de la expresion del gen eNOS en pacientes con aterosclerosis
(74.75) por otro lado, estudios experimentales y clinicos, han demostrado que las
LDLox, el TNF-alfa entre otros estimulos aterogénicos suprimen la expresion del
gen eNOS (67778798081 "N obstante también proveen evidencia de que la
eNOS no solo se asocia con la disfuncién endotelial, sino también tiene un papel
muy importante en la progresién de la aterosclerosis %9,

Existe un inhibidor competitivo enddégeno de la eNOS descubierto en 1992 en

pacientes con insuficiencia renal, denominado dimetilarginina asimétrica (ADMA)

(los dos metilos estan unidos a un solo nitrdgeno del grupo guanido) y se




encuentra aumentado en estas condiciones y en otras situaciones patologicas
como la hipercolesterolemia, la aterosclerosis y la hipertensién arterial ©2);
debido a todo lo mencionado anteriormente se ha relacionado al gen eNOS en
diversos estudios realizados con la susceptibilidad de padecer ciertas
enfermedades como: Alzheimer de inicio tardio, espasmo de la arteria coronaria,

hipertension, hipertension inducida por el embarazo, ictus isquémico Yy

desprendimiento de la placenta ©.
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Fig. 12: Localizacion del gen eNOS.

5.1 POLIMORFISMOS

Varios estudios han demostrado la existencia de sitios polimérficos, en este caso
se analizaron SNPs (single nucleotide polymorphisms) en el brazo largo del
cromosoma 7; aquellos que se encuentran en la regidon promotora pueden influir

en la transcripcion del mRNA y reducir la expresion génica; dentro de los cuales




destaca el -786 T/C (rs2070744), en donde existe un cambio de base de una
timina por una citocina el cual afecta la transcripcion del gen y se ha demostrado
gue se asocia fuertemente con angina espastica, cancer de vejiga, psoriasis,
infarto al miocardio y espasmo coronario. El polimorfismo -1474 T/A (rs1800783)
presenta un cambio de base de timina por adenina e influye en la actividad
transcripcional in vitro, lo que se ha relacionado con espasmo arterial coronario,
nefropatias y enfermedad arterial coronaria; en cuanto a la region codificante, el
polimorfismo situado en el exén 7 Glu298Asp o 894 T/G (rs1799983) el cual
presenta un cambio de aminoacido, de acido glutdmico por &cido aspartico el
cual puede influir con respecto a la alteracion funcional de la enzima eNOS, se
asocio significativamente con alzheimer de aparicién tardia, hipertension en el
embarazo y astenoszoospermia también asociaron este polimorfismo
significativamente con accidente cerebrovascular isquémico,
independientemente de la edad, el sexo, la hipertensién, la diabetes y la

hipercolesterolemia ©784858687) " (Eig 13)

CXILC NITEICC SINTASA ENCCTELIAL (Encs)

|— -T86TIC (rs2707440)

7 Glu298Asp (rs17999383)

D110 NP 001153582 UNM 001160109, VNP 001153581 1

SUTUUSIN VU | S [ —
L e I e | B | R R L

1474 AIT (rs1800783)

|
fEa proomaiiRE Region codificante tzrerﬁ';;d;n

Fig. 13: Localizacion de los polimorfismos -786 T/C, -1474 A/T y en el exdn 7
Glu298Asp dentro del gen eNOS.




C. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La restenosis es una de las principales causas de morbi-mortalidad a nivel
mundial y sigue siendo el problema mas importante de intervencionismo
coronario incluso en la era del stent. Datos en poblaciones caucasicas registran
gue entre el 12 y el 30% de los pacientes que reciben un stent intracoronario
desarrollan restenosis. Este padecimiento es de origen multifactorial, es decir en
su desencadenamiento participan tanto factores genéticos como ambientales.

El estudio de los polimorfismos presentes en el gen que codifica para la
molécula relevante en endotelio vascular, serd de mucha importancia para definir
si este puede ser un marcador de susceptibilidad y/o resistencia en el desarrollo
de la restenosis tras el implante de un stent coronario y en un futuro permitir
mejores y mas dirigidos tratamientos. En este proyecto de investigacion se
estudiaron algunos polimorfismos previamente reportados y otros que no han
sido reportados 0 asociados a este padecimiento que tiene un efecto importante
en la expresién y/o funcion de dicho gen, con la finalidad de identificar si uno o
mas sitios polimoérficos presentes en el gen de estudio participa en la
susceptibilidad a desarrollar restenosis en la poblacion mexicana. Por otro lado,
el identificar uno 0 mas sitios polimorficos en un mismo gen permitié construir
haplotipos y se identificO si estos haplotipos tuvieron un efecto en la
susceptibilidad al desarrollo de esta patologia en la poblacion mexicana.
Pregunta de investigacion: ¢Estan los polimorfismos del gen eNOS asociados
con el desarrollo de restenosis en pacientes tras el implante de un stent

coronario?




D. HIPOTESIS

Si la molécula codificada por el gen eNOS regula el endotelio que conlleva al
desarrollo de la placa aterosclerética y por tanto a la restenosis y sus genes
presentan sitios polimorficos que regulan su produccion y/o funcién, algunos de
sus alelos podrian diferenciar a los pacientes de los individuos control y ser por
tanto marcadores de susceptibilidad y/o resistencia para este padecimiento en la

poblacion mexicana.




E. OBJETIVO

Determinar el papel de los polimorfismos -786 T/C (rs2070744), -1474 T/A
(rs1800783) y en el exdn 7 Glu298Asp (rs1799983) presentes en el gen eNOS
en la susceptibilidad y/o resistencia al desarrollo de la restenosis tras el implante

de stent coronario en la poblacién mexicana.




F. METODOLOGIA

1. DISENO

Tipo de estudio: Clinico experimental, de cohorte y prospectivo.

2. UNIVERSO

Poblacién de estudio: 223 pacientes mexicanos hombres y mujeres a quienes se

les implanté un stent coronario en el Instituto Nacional de Cardiologia "Ignacio
Chavez” y que se tenga un seguimiento de control angiografico al menos 6
meses después de su intervencion. El grupo incluyé pacientes con y sin
restenosis.

Se realizaron los angiogramas del intervencionismo y control que determinaron
la presencia de restenosis, realizado por dos médicos adjuntos al servicio de
hemodindmica del instituto, que no hayan participado en los cateterismos del
enfermo.

Definicidn operacional: Restenosis intrastent.- se define como una estenosis del

50% o mayor por estimacién visual intrastent o dentro de los 5 mm proximales o
distales de los bordes del stent.

Criterios de inclusion:

1.- Pacientes mexicanos que sean mayores a 30 afios de edad.
2.- Antecedente de colocaciéon de al menos un stent en el Instituto Nacional de

Cardiologia” Ignacio Chavez”.

3.- Realizacién de coronariografia de control al menos 6 meses después de la
intervencion.

4.- Localizacion del expediente y de los angiogramas coronarios.




Criterios de exclusion:

1.- No reunir los criterios anteriores.

2.- Incapacidad de comparacion de las coronariografias.

3. VARIABLES

Independientes:

e Polimorfismos presentes en el gen eNOS
> -786 T/C (rs2070744)
» -1474 T/A (rs1800783)
» En el exdn 7 Glu298Asp (rs1799983)

Dependientes:

e Pacientes que desarrollaron restenosis.

e Pacientes que no desarrollaron restenosis.

Intervinientes:

e Se evaluaron las variables demogréaficas como género, hipertension,
diabetes, hipercolesterolemia y el habito de fumar entre otros factores de

riesgo que influyeron en el desarrollo de la restenosis.

Se evalud la patologia por la cual el paciente ingresé a la institucion

como: angina inestable, infarto agudo al miocardio, aterosclerosis entre
otras; ademas se evallo si el paciente estuvo bajo el tratamiento de

algun farmaco.




4. TECNICAS

Extraccion de ADN

Se tomaron 5 mL de sangre periférica de cada individuo en tubos Vacutainer con

EDTA como anticoagulante. A partir de esta muestra se extrajo el DNA

gendémico por medio de técnica de expulsién salina .

Cuantificacién de DNA

Se realiz6 con el equipo automatizado nanoDrop (ND-1000 spectrophotometer),
la longitud de onda con la que se leyo el DNA fue de 260 nm.

Ajuste de concentracion de DNA

Todas las muestras fueron ajustadas a una concentracion de 10 ng/uL para ser
utilizadas en el equipo Fast Real-Time 7900.

Determinacién de los polimorfismos por PCR en tiempo real

Todos los polimorfismos fueron determinados por PCR en tiempo real en el
equipo Fast Real-Time 7900 de la casa comercial Applied Biosystems. Para tal
efecto, cada muestra de DNA gendmico fue amplificada por medio de la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando ensayos TagMan que cubren la
region donde se localiza el polimorfismo disefiados por la misma casa comercial

Ccomo se muestra en la tabla.

SNPs Primers[VIC/FAM] Alelo
ancestral
rs1799983 CCCTGCTGCTGCAGGCCCCAGATGA[G/T]CCCCCAGAACTCTTCCTTCTGCCCC G
rs2070744 CCAGGGCATCAAGCTCTTCCCTGGC[C/T]IGGCTGACCCTGCCTCAGCCCTAGTC C
rs1800783 GCTTAATATGGAAGCCAGACTTGGG[A/TITCTGTTGTCTCCTCCAGCATGGTAG A

Tabla 1.- Primers utilizados para cada SNP en donde se muestra cual esta
marcada como VIC /FAM en PCR en tiempo real.




5. ANALISIS ESTADISTICO

Las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos de la molécula
(eNOS) analizadas se obtuvieron por conteo directo. En cada grupo de estudio
se evalud el equilibrio de Hardy-Weinberg por medio de la prueba de Chi-

cuadrada (X?). Las diferencias entre grupos se determinaron usando la prueba

de X? de Mantel-Haenzel, la cual combina tablas de contingencia de 2x2 usando

el programa estadistico EPIINFO (V. 5.0; USD Incorporated 1990, Stone
Mountain, GA, USA). El valor de p se manejo con un nivel de significancia
establecido como p<0.05. El riesgo relativo con intervalo de confianza del 95%
(IC) fue evaluado como razon de momios (RM) utilizando el método de Woolf
(89). Las variables demograficas fueron evaluadas utilizando la prueba de Chi-
cuadrada para obtener un estimador ajustado por los estratos considerados en
el analisis. El ajuste de riesgo considerando las variables demogréficas
presentes en la restenosis se realizd con regresion logistica por medio del
programa SNPStat’s (bioinfo.iconcologia.net/SNPstats). El analisis de haplotipos
y desequilibrio de ligamiento se realizé utilizando el programa Haploview 4.1
(Broad Institute of Massachussets Institute of Technology and Harvard

University, Cambridge, MA, USA).




G. RESULTADOS

En el presente estudio se analizaron un total de 223 pacientes, 86 con
restenosis y 137 sin restenosis. Las caracteristicas de la poblacién, asi como los
factores de riesgo pertenecientes a nuestro analisis se muestran en la tabla 2.
Sin embargo no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre

los grupos de estudio.

Tabla 2.-Caracteristicas demograficas de pacientes con y sin restenosis.

CON RESTENOSIS  SIN RESTENOSIS
FACTORES DE RIESGO (n=86) (n=137)
N (%) N (%)

61.3+9.8 59.3+10.4

Femenino16(18.6) Femenino 32(23.4)

Geénero Masculino70(81.4)  Masculino105(76.6)

Intervencionismo Previo(IP) 9(10) 15(11)
Cirugia de Revascularizacién Cardiaca
Previa (CRCP)

Antecedentes de Diabetes Mellitus
(ADM)

Hipertensién Arterial Sistémica(HAS) 53(62) 76(55)
Hipercolesterolemia 47(55) 83(61)
Tabaquismo 52(60) 89(65)
Insuficiencia Renal Cronica(IRC) 6(7) 6(4)

Infarto Agudo al Miocardio(IAM) 28(33) 45(33)
Angina Inestable(Al) 28(33) 37(27)
Angina Estable(AE) 13(15) 30(22)
Isquemia Silente(IS) 9(10) 12(9)
Sindrome Isquémico Coronario
Agudo(SICA)

Uso de aspirina en caterismo control 81(94) 132(96)
Uso de betabloqueadores 66(77) 110(80)

7(8) 8(6)

34(40) 50(36)

55(64) 89(65)




Las frecuencias observadas en los tres sitios polimérficos Glu298Asp, -786T/C y

-1474T/A del gen eNOS, se encontraron en equilibrio de Hardy-Weinberg en

cada uno de los grupos de estudio. Por otra parte, la distribucién genética como

puede observarse fue similar entre pacientes con y sin restenosis (Véase Tabla

3).

Tabla 3.-Frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos (Glu298Asp,-786T/C vy -

1474T/A) del gen eNOS en pacientes con y sin restenosis.

GEN/ SNP

CON

RESTENOSIS RESTENOSIS

SIN

N % N

p

OR (95% IC)

Genotipo

86

GG
GT

eNOS T

0.91(0.50-1.64)
0.97(0.52-1.80)
1.65(0.50-5.46)

Glu298Asp

G
T

0.86(0.53-1.39)
1.17(0.72-1.88)

Genotipo

86

TIT
T/IC

eNOS - c/C

786T/C

44 51%
34 40%
8 9%

0.82 (0.46-1.45)
1.10 (0.61-1.99)
1.46(0.49-4.34)

Alelo

172

-
C

122 71%
50 29%

0.82 (0.52-1.29)
1.22(0.78-1.91)

Genotipo

86

TT
TA

eNOS - AA

39 45%
43 50%
4 5%

0.67(0.37-1.19)
1.63(0.91-2.93)
0.79(0.34-1.81)

1474T/A
Alelos

172

T
A

121 70%
51 30%

0.81(0.52-1.27)
1.23(0.79-1.92)




Posteriormente se elaboré el analisis de riesgo estimado por medio de cinco
modelos de herencia (codominante, dominante, recesivo, heterocigoto y aditivo)
ajustado por los factores de riesgo y caracteristicas de la poblacién (edad,
género, IP, CRCP, ADM, HAS, hipocolesterolemia, tabaquismo, IRC, 1AM, Al,
AE, 1S, SICA, Uso de aspirina en el cateterismo control y uso de
betabloqueadores).

Los resultados mostraron que los individuos con el polimorfismo -1474 T/A, con
el genotipo T/A bajo el modelo heterocigoto, decrecen el riesgo de desarrollar
restenosis tras el implante de un stent (RM=0.51 y p= 0.028) como se observa

en la tabla 4.

Tabla 4 .- Modelo de herencia ajustado del polimorfismo -1474 T/A del gen eNOS.

MODELO GENOTIPO RM (95% IC) P
Codominante TIT 1.00
T TIA 0.52(0.28-0.96)

TIA
AJA AJA 1.15(0.31-4.21)

Dominante TIT 1.00
T/T, TIA - AIA T/A-A/A 0.57(0.31-1.04)

Recesivo TIT-TIA 1.00
TIT -T/IA, AIA A/A 1.57(0.45-5.55)

Heterocigoto* TIT-AIA 1.00
TIT - AIA, TIA
TIA 0.51(0.28-0.93)

Aditivo 0.74(0.46-1.21)

Sin embargo, no fue posible hacer este analisis en los sitios polimérficos
[Glu298Asp (rs1799983) y -786 T/C (rs2070744)] debido a que no se ajustan por
todas las variables. No obstante, se realizdé un analisis univariado para los sitios
polimorficos Glu298Asp y -786 T/C, para establecer la relacion de susceptibilidad

o proteccién al desarrollo de la restenosis correlacionando por cada una de las




variables de riesgo, dicho analisis mostré que bajo el modelo heterocigoto los

individuos con el genotipo G/T del polimorfismos GIlu298Asp y que tuvieron un
intervencionismo previo decrecen el riesgo de desarrollar restenosis (RM=0.14 y
una p=0.02). De manera similar, los pacientes con el polimorfismo -786 T/C que
presentaron los genotipos T/C + C/C bajo el modelo dominante que presentaron
angina inestable decrecen el riesgo de desarrollar restenosis (RM=0.32 a una
p=0.039). No obstante, los individuos bajo el mismo modelo pero que presentan
infarto agudo al miocardio incrementan el riesgo de desarrollar restenosis
(RM=1.88 a una p=0.037).

Por otro lado, el andlisis de desequilibrio de ligamiento mostrd6 que los
polimorfismos -1474 T/A y -786 T/C, tuvieron un moderado desequilibrio de
ligamiento a una D= 76, como se muestra en la Fig. 14. No obstante el andlisis
de haplotipos no muestra asociacion estadisticamente significativa en los grupos

de estudio. (Tabla 5)

rs1800783
rs2070744 -
rs1799983

Block 1 (6 kb)
1 2

Fig. 14.-Desequilibrio de ligamiento entre los polimorfismos Glu298Asp, -786 T/IC y -1474
T/A. Tomada del programa Haploview versién 4.1.




Tabla 5.-Anédlisis de haplotipos del gen eNOS en pacientes con y sin restenosis.

Con Restenosis Sin Restenosis
n=86 n=137

TG 0.569 0.635

ACT 0.125 0.122

ACG 0.111 0.092

1T 0.080 0.071

ATG 0.050 0.037

TCG 0.032 0.024

TCT 0.023 0.014

Haplotipo




H.DISCUSION DE RESULTADOS

La eNOs es conocida como una de las enzimas clave en la produccién de 6xido
nitrico (ON), la reduccion de éste promueve la proliferacion de células del
musculo liso vascular, y por lo tanto puede inducir a la formacion de la neointima
que lleva a la restenosis coronaria intra-stent ©%:91:92:93),

Este gen ha sido estudiado exhaustivamente para determinar la relevancia de
las variantes presentes en el gen eNOS y su posible papel en la susceptibilidad
a enfermedades cardiovasculares.

Los resultados que obtuvimos en el estudio de las variantes del gen eNOS vy la
restenosis muestran que la edad, el género, el intervencionismo previo, la cirugia
de revascularizacion cardiaca previa, los antecedentes de diabetes mellitus, la
hipertension arterial sistémica, la hipercolesterolemia, el tabaquismo, la
insuficiencia renal crénica, el infarto agudo al miocardio, la angina inestable, la
angina estable, la isquemia silente, el sindrome isquémico coronario agudo, el
uso de aspirina en cateterismo control y el uso de betabloqueadores son
factores de riesgo que tienen un papel importante en el desarrollo de la

restenosis en la poblacion mexicana. Desafortunadamente, no fue posible

observar diferencias estadisticas entre los pacientes con y sin restenosis.

% Glu298Asp

La variante en el exdn 7 Glu298Asp ha sido analizada en diversos estudios
epidemiologicos, pero los hallazgos de asociacion han sido inconsistentes y
ademas no hay estudios que examinen este polimorfismo en mexicanos y su

asociacion con la restenosis ©.




Suziki y cols reportaron que el alelo T del polimorfismo GIu298Asp en el gen
eNOS es un factor de riesgo independiente de restenosis intra-stent. ® De
acuerdo con Shuvalova y cols. el alelo T del polimorfismo Glu298Asp (RM =

2.79; 95 % IC=1.17-6.66) es un factor de riesgo independiente para individuos

con diabetes mellitus tipo 2 ®®. De la misma manera Gomma y cols. demostraron

un elevado riesgo en el alelo T del polimorfismo Glu298Asp(RM = 1.88; 95 % IC:
1.01-3.51; p = 0.043) determinando que este efecto era esencialmente aditivo e
independiente de otros factores clasicos de riesgo de adquirir restenosis intra-
stent ®®. En linea con estos hallazgos los estudios funcionales plantean que las
alteraciones derivadas de la via del ON, pueden ser debido a la menor liberacion
endotelial de ON relacionado con el alelo T del polimorfismo Glu298Asp del gen
eNOS ©7. Controversial con los hallazgos anteriores nuestros resultados
mostraron que bajo el modelo heterocigoto los individuos con el genotipo G/T
confieren proteccion al padecimiento de restenosis cuando son sometidos a

intervencionismo previo.

% -786T/C

El andlisis del polimorfismo -786T/C mostré que los individuos bajo el modelo
dominante (T/C o C/C), tiene un papel importante en el desarrollo de la
restenosis dependiendo la variable, los individuos que tienen cualquier genotipo
(T/C o CC) que presentan infarto agudo del miocardio incrementan el riesgo de
desarrollar restenosis (RM=1.88, 95% IC= 0.71-4.96, p= 0.037) en comparacion
con los individuos que presentan angina inestable que decrecen el riesgo
(RM=0.32 ,95%IC= 0.11-0.91, p= 0.039). Conforme a lo anterior, Nakayama y

cols. reportaron que la mutacién -786 C suprime la transcripcion del gen eNOS,




lo que sugiere que la presencia del alelo C reduce la produccion endotelial de
ON en las arterias y predispone a los pacientes que tengan el alelo C a espasmo
coronario ©®, esto es apoyado en un estudio donde hay evidencia in vivo de la
funcion de la eNOS mutada en ratones y muestra un aumento del espesor de la
pared del vaso acompafnado de una respuesta hiperplasica de la pared arterial,
lo que indica que un defecto en la via del ON puede promover la remodelacion
anormal y cambios patolégicos en la morfologia de la pared del vaso asociado
con aterosclerosis y restenosis ©®?; en linea con nuestro hallazgo siempre que los
pacientes presenten infarto agudo del miocardio previo. Por otro lado,
controversial a estos hallazgos, Misiak y cols citan que derivado de diversos
estudios transcripcionales, no es posible explicar con claridad el papel del
polimorfismo -786 T/C en la posible disminucién de la expresion del gen eNOS y
por consiguiente la reduccién de la liberacién de ON %9,

Rudic y cols mencionan que la eNOS es necesaria para la remodelacion
vascular, la pérdida de la funcionalidad resulta en un fenotipo vascular anormal
gue puede sinergizar con factores etioldégicos adicionales observados en las

enfermedades cardiovasculares asociadas con la disfunciéon endotelial, tales

como la hipertensién, la diabetes y la aterosclerosis “°V, cuestién similar en

nuestro estudio, pero nuestra asociacion como factor de riesgo es con infarto
agudo al miocardio y como factor de proteccion la angina inestable.

Por lo anterior en el presente estudio proponemos que el polimorfismo -786 T/C
juega un papel importante en el desarrollo de la restenosis, no obstante es
necesaria la realizacion de un mayor nimero de estudios al respecto, o bien
darle continuidad al estudio presentado haciendo ciertas modificaciones, tales

como ampliar el nimero de individuos a estudio ademas de adicionar pruebas




como la medicion de nitratos/nitritos en sangre (reaccién de Griess)para verificar
el aumento o disminucion de los niveles de ON en relacién con el papel que

juegan los polimorfismos (GIu298Asp, -786T/C y -1474T/A) en la restenosis.

s -1474T/A

Finalmente el andlisis del polimorfismo -1474 T/A aun no ha sido reportado en
articulos relacionados con restenosis, sin embargo Kuzmanic y cols. propusieron
que el efecto del alelo “A” de este polimorfismo afecta la transcripcion del mRNA,
reduciendo la expresion del gen y puede llevar a una alteracion en la produccién
o reducir la biodisponibilidad del ON causando susceptibilidad a encefalopatia

102) 'En controversia con este dato nuestros resultados

hipoxica isquémica
muestran que bajo el modelo heterocigoto los individuos que tiene el genotipo
“T/A” decrecen el riesgo de desarrollar restenosis ajustado por los factores de
riesgo cardiovascular (RM=0.51, 95%IC= 0.28-0.93). Si es bien cierto que la
encefalopatia hipoxica isquémica y la restenosis no son enfermedades del todo

similares, presentan diversas semejanzas como: la acumulacion de radicales

libres y la importancia del papel de la eNOS como vasodilatador de los vasos

sanguineos en ambas patologias, una en el cerebro y otra en el endotelio

vascular. Sin embargo debido a la diversidad genética ademas de los factores
de riesgo correspondientes a cada poblacion y por tratarse de enfermedades
distintas nosotros proponemos que en la poblacion mexicana el polimorfismo -
1474 T/A aumenta la expresion del gen por lo que existe una mayor produccion
de ON causando la vasodilatacion de los vasos sanguineos disminuyendo asi el

riesgo de restenosis en la poblacion mexicana.




En este orden de ideas, es evidente que contamos con resultados que no
concuerdan con los anteriormente expuestos, sin embargo, esto demuestra que
nuestra poblacion presenta caracteristicas genéticas diferentes a las
poblaciones rusa, japonesa, inglesa, italiana, croata, etc; debido a que nuestra
carga genética estd formada por una mezcla de genes que se han estado
combinando por mas de 500 afios, conformada por un 56% de genes
amerindios, 40% de genes caucésicos y 4% de genes negroides; ademas de los
diferentes estilos de vida y costumbres que hacen a ciertas poblaciones mas
susceptibles que a otras a padecer ciertas patologias, e incluso predecir una
respuesta al tratamiento de la enfermedad. Lo anterior sugiere que los datos
reportados en otras poblaciones no se pueden aplicar a la poblacion mexicana
(4).Probablemente esa es la razdn de que no obtuvimos diferencias en nuestro
estudio de distribucion genética y para evitar un falso negativo se recomienda

ampliar el tamafio de muestra de la poblacion asi como tener acceso a las

(103)

variables angiograficas para poder realizar un mejor sesgo en la poblacién




1. CONCLUSION

Este estudio reporta que los polimorfismos Glu298Asp, -786T/C y -1474 T/A
del gen eNOs juegan un papel importante en el desarrollo de la restenosis en

poblacion mexicana.




. PERSPECTIVAS

Darle continuidad al presente estudio.

Ampliar el tamafio de muestra de la poblacion.

Adicionar pruebas de medicion de nitratos/nitritos en sangre por medio de
la reaccion de Griess, para verificar el aumento o disminucién de los
niveles de ON en relacion con el papel que juegan los polimorfismos
(Glu298Asp, -786T/C y -1474T/A) en la restenosis.

Tener acceso a las variables angiograficas.




K. ANEXOS

1. EXTRACCION DE DNA POR METODO DE EXPULSION SALINA.

Modificado de (104),

Recolectar 5-6mL de sangre total con EDTA como anticoagulante.
Centrifugar a 3000rpm durante 10 minutos y desechar el plasma.

Separar las células nucleadas con TKM-1(3/4 partes)

Pasar la muestra a un tubo Falcon de 50mL.

Adicionar 130uL de Triton X-100.

Agitar durante 10 minutos en el OrbitronRotator II.

Centrifugar 10 minutos a 3000 rpm.

Desechar el sobrenadante.

Resuspender el pellet en TKM-1 hasta la marca y centrifugar a 3000 rpm
durante 5 minutos (repetir el paso 9, las veces necesarias hasta obtener
el pellet de color blanco).

Agregar 800 pL de TKM-2.

Con la ayuda de una pipeta traspasar a un tubo Eppendorf y adicionar 50
uL de SDS 10%.

Agitar la muestra en el vortex.

Incubar 10 minutos a 55°C.

Agitar nuevamente la muestra en el vortex.

Adicionar 300uL de NaCl a una concentracion 5M.

Colocar la muestra en la microcentrifuga a 14000 rpm durante 5 minutos.
Tomar el sobrenadante y transvasar el volumen a dos tubos Eppendorf

(rotulados como 20°Cy -70°C).




Adicionar 900uL de etanol absoluto a temperatura ambiente en cada uno
de los tubos.

Centrifugar a 14000 rpm durante 10minutos a 4°C de temperatura.
Decantar el sobrenadante.

Adicionar 900pL de etanol al 70% frio.

Centrifuga a 4°C por 5 minutos a 14000 rpm.

Descartar el sobrenadante.

Introducir las muestras abiertas en el Speed back 10 minutos (para
eliminar el exceso de etanol de la muestra).

Agregar 150uL de TE (para diluir el DNA).

Incubar a 65°C minimo durante 15 minutos.

Medir la concentracion del DNA a 260nm. Este proceso se lleva a cabo
directamente en el equipo NanoDrop, la pureza del DNA se mide a 260
nm y las proteinas a 280; la relaciébn 260/280 nos da la pureza y el valor

debe oscilar entre 1.7-2.0.

Fig. 15.- Area de extraccion del laboratorio de genémica "Instituto Nacional de
Cardiologia"




2. TECNICA DE PCR EN TIEMPO REAL

La amplificacion por medio de la técnica de PCR en tiempo real consta de varios
pasos, en este caso utilizamos el equipo Fast Real-Time 7900 de la casa
comercial Applied Biosystem la cual proporciona los reactivos que se necesitan :
master mix y los ensayos Tagman.

La master mix esta compuesta por los siguientes reactivos: AmpliTag DNA
polimerasa, dNTP’s, referencia pasiva ROX, buffer y MgCl.

Los ensayos Tagman contienen los iniciadores y la sonda que detectaran el sitio
polimorfico, en el extremo 5° presentan una marca fluorescente (reportero) y en
el extremo 3" un apagador (quencher) que cuando estas dos moléculas se
encuentran unidas en una misma secuencia de DNA y a una distancia
determinada toda la energia emitida en forma de fluorescencia por el reportero,
es absorbida por el apagador, por lo que la fluorescencia global observada es
igual a cero.

La deteccién de la PCR en Tiempo Real se lleva a cabo mediante la medicion de
fluorescencia generada en cada ciclo de amplificacion y detectada por el sistema
Optico de deteccion del equipo especialmente disefiado para este propésito. La
cantidad de fluorescencia generada en cada ciclo de amplificacion es
proporcional a la cantidad de producto de amplificacion generado. La
determinacién de los SNP’s es por medio de dos sondas cada una de las cuales
presenta en la posicidon central una de las variantes del nucleétido dimorfico.
Marcadas con los reporteros FAM y VIC para diferenciarlas entre si. El principio
es que la sonda se hibride perfectamente con la secuencia blanco que es
escindida por la Tag polimerasa mientras que esta hace una diferencia en el

nucledétido dimorfico, se reduce la eficiencia de union de la sonda a la secuencia




blanco y por lo tanto se degrada por la misma Taq polimerasa que tiene funcion

de exonucleasa liberando el fluorocromo para permitir su identificacion. De esta
forma un aumento en la sefial de uno de los reporteros indicara homocigosidad
para el nucleétido dimdrfico que reporta la fluorescencia especifica; mientras que

si reporta fluorescencia de ambos reporteros es un indicativo de heterocigosidad.

% REACTIVOS UTILIZADOS

Muestras 223 muestras(10 ng/ul)

5 uL Master mix 530 uL

0.125 uL Sonda Tagman  13uL

0.750 ulL agua 80 uL

< EL PROGRAMA DE AMPLIFICACION

Programa de amplificacion PCR tiempo real

40 ciclos




Amplificacion: 50°C durante 2 minutos.
Desnaturalizacion: 95°C durante 10 minutos.
Alineacion y elongacion: 95°C durante 15 segundos.
Alineacion y elongacion final: 60°C durante 1 minuto.

Se llevaron a cabo 40 ciclos.

% SOFTWARE

Una vez finalizado el proceso de amplificacion se analizaron los resultados en el
mismo equipo por medio de software SDS 3.1. El andlisis se llevd a cabo
mediante discriminacion alélica, en donde se pueden identificar tres figuras de
distintos colores (rombo azul, circulo rojo y triAngulo verde), el rombo de color

azul es para la identificacion de homocigotos en la variante tipo silvestre, el

circulo rojo para homocigotos tipo mutante y el verde para heterocigotos.

Fig. 16.- Area de PCR en tiempo real. Laboratorio de genémica del "Instituto
Nacional de Cardiologia".
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