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Glosario

e Aneurisma de raiz de aorta: Dilatacion localizada que produce una debilidad de

todas las capas de la pared de la arteria, puede llegar a formarse en cualquier

segmento arterial.

e Diseccion de aorta: Es un desgarro en la pared de la aorta que hace que la sangre

fluya entre las capas de la pared de la aorta. Es una emergencia médica que puede

conducir rapidamente a la muerte, incluso con un éptimo tratamiento.

e Cirugia de Bentall y De Bono: Si la valvula adrtica esta afectada, se realiza esta

técnica, que consiste en la reseccién de la valvula aortica y se utiliza un injerto de
dacron con una valvula mecanica o biolégica que se fija al anillo adrtico,

reemplazando la valvula y la raiz aédrtica, reimplantando las coronarias.

e Cirugia de Tirone-David (Resuspension valvular): Si no hay dafio estructural de la

valvula adrtica, se utiliza alguna de las técnicas que permiten preservar la valvula.

RESUMEN



El sindrome de Marfan (MFS) es un trastorno autosémico dominante del tejido conectivo,
resultado de mutaciones en el gen que codifica a la fibrilina-1 (FBN-1), lo que conlleva a
fibras elasticas anormales y causa microdiseccion y degeneracion en la capa media de
la aorta. En consecuencia hay formacion de aneurismas y diseccion, que empeora el
pronostico e incrementan el porcentaje de mortalidad. La alteracion en el estrés oxidante
encontrada en la aorta dafiada de estos pacientes, ha sido determinante para entender el
mecanismo de dafio. Uno de los factores que puede influir en la magnitud del dafo
aortico es la peroxidacion lipidica en la membrana. En pacientes con MFS, no ha sido
estudiado, pero es conocido que la perioxidacion lipidica, forma parte de la “cascada” en
la activacion de algunas enzimas. La glutation peroxidasa (GSH-Px) recientemente se
encontré disminuida. Debido a que la peroxidacion lipidica con produccion de radicales
libres conlleva a la formacion de peroxidos organicos y otros productos a partir de los
acidos grasos (AG) insaturados, nuestro objetivo fue evaluar la participacion de la

sintasa del 6xido nitrico inducible (iNOS) y su relacién con los niveles de AG.

MATERIAL Y METODOS

Es un estudio prospectivo, se incluyeron pacientes con criterios de Ghent para SM que
tuvieron diseccion o dilatacion de =5 cm que requerian cirugia correctiva. Un grupo
control intervenidos por un problema valvular o congénito. Variables, como tiempo de
evolucion, tamafio de la dilatacién aortica, edad género, CEC tiempo de pinzamiento,
dias de estancia hospitalaria, se retiraron medicamentos como AINES e hipolipemiantes.
El tejido adrtico fue extraido durante la cirugia, homogeneizado, congelado en nitrégeno
liquido y conservado a -30°C. Se midieron niveles de AG, INOS, nitratos y nitritos,
citrulina, factor transformante de crecimiento g1 (TGF- 8 1) y factor de necrosis tumoral a
(TNF-).

REULTADOS

Se estudiaron 31 sujetos, 23 con MFS, de los cuales 12 (52%) fueron hombres y 11
(48%) mujeres. La relacion H:M fue de 1:1 y 8 controles. De las cirugias, 17 (74%) fueron
electivas y 6 (26%) de urgencia, el diametro promedio del grupo en general fue de 77 + 17
mm. Hubo incremento con significancia estadistica en MFS vs. control del acido oleico

(p=0.04), expresion de la INOS (p=0.05), actividad de la INOS (p=0.02), el TGF
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B1(p<0.04), TNFa (p<0.04). Mostraron una tendencia al incremento, el acido
araquidonico (AA) (p=0.06), la actividad de la A°-desaturasa (p=0.06). El promedio de
HDL fue encontrado bajo en la mayoria de los pacientes y la correlacién con palmitico,
estearico y AG saturados tuvo correlacion inversa de -.59, -.44 y -.56 respectivamente.
Correlaciéon positiva con oleico, linoleico, dihomogama, monosaturados y poliinsaturados
de .49, 49, .51, .48 y .53 respectivamente.

CONCLUSION
El incremento del acido oleico se ha asocia con incremento en la expresion y la actividad
de la iINOS, TNF-a y TGF B1, los cuales favorecen inflamacion y esto puede estar en

relacion con el deterioro de la estructura aértica y la formacion de aneurismas.

INTRODUCCION



El sindrome de Marfan (MFS por sus siglas en ingles), es un trastorno autosdémico
dominante del tejido conectivo, resultado de mutaciones en el gen que codifica a la
fibrilina-1 (FBN-1). FBN-1 es componente principal de las microfibrillas extracelulares, que
son cruciales como andamios organizadores en la formacién y maduraciéon de las fibras
elasticas. Las fibras elasticas anormales, alteran la capacidad de soporte de carga, de la
aorta y causan microdiseccion y degeneracion en la capa media de la aorta y en
consecuencia, la formacion de aneurismas de la aorta toracica. La diseccién y ruptura del
aneurisma aortico representa mas del 90% de la mortalidad en el sindrome de MFS (1,2,3).
El manejo clinico del aneurisma aortico en el MFS tiene como objetivo disminuir la
velocidad de dilatacion de la raiz aoértica y reducir el riesgo de diseccion y ruptura. El
bloqueo con B-adrenérgicos como atenolol, propanolol, etc., ha sido defendido como
terapia preventiva @s).

Sin embargo, este tratamiento no impide importantes puntos finales clinicos, incluyendo
insuficiencia adrtica, la cirugia, la diseccion adrtica y la muerte, y ningun beneficio clinico
es observado en pacientes con dilatacién importante o con diseccion .7.89).

Por lo tanto, existe la necesidad de desarrollo de nuevas estrategias farmacoldgicas
eficaces para el manejo clinico de los aneurismas en la aorta toracica en el MFS, para lo
cual se requiere determinar la patogénesis a través del analisis de los multiples factores
que pudieran estar participando.

Hasta ahora diversos mecanismos de dafio han sido propuestos, sin embargo es claro
que el aneurisma adrtico se caracteriza por deterioro de la funcidén celular vascular, la
destruccion de la integridad de la matriz extracelular y la disminucion de las propiedades
mecanicas de la pared vascular.

Asimismo, en modelos animales hay pruebas suficientes de que la progresion del
aneurisma toracico en el MFS, se asocia con aumento de la metaloproteinasa (MMP) -2 y
-9, las cuales participan en la degeneracién de las fibras elasticas y en las alteraciones de
las propiedades mecanicas de la aorta, disfuncion endotelial y la reduccion de la
contractilidad del musculo liso (10,11).

Investigaciones recientes han demostrado que la perturbacion de la via de sefalizacion
del TGF-B1. EI TGF-B1/Smad2 contribuye significativamente a las manifestaciones
clinicas en el MFS. El antagonizar el TGF-B1, a través de anticuerpos neutralizantes con

losartan (antagonista de los receptores AT1 a angiotensina), ha demostrado que puede
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prevenir la degeneracion de las fibras elasticas a aneurisma aortico, dilatacion de la raiz
adrtica, prolapso de la valvula mitral, tabicacion alveolar y alteraciones musculo
esqueléticas. Por otro lado, hay poca evidencia de que el deterioro en la funcidn contractil
y la relajacion dependiente del endotelio, pueden ser el resultado de estrés oxidante en el
aneurisma aortico asociado con alteracion del 6xido nitrico (NO por sus siglas en ingles).

El propdsito de este estudio fue evaluar la participacion de la iINOS en el aneurisma

aortico de los pacientes con MFS.

MARCO TEORICO



El endotelio es una monocapa de células que reviste todo el sistema vascular tiene
varias funciones esenciales, entre ellas la regulacion del tono vascular, lo que permite

la regulacion exacta de la presion arterial y la perfusion tisular en valores normales.
Esta funcién la ejerce el endotelio a través de la sintesis y secrecion de un factor de
relajacion que ha sido identificado hasta ahora como el NO, sustancia gaseosa
secretada fundamentalmente hacia el lado parietal del endotelio. EI NO es sintetizado
por la sintasa del 6xido nitrico endotelial (eNOS, por sus siglas en ingles) a partir del
aminoacido L-arginina, y actua sobre diversos tejidos efectores como el musculo liso
vascular y el musculo cardiaco, provocando su relajacion, y sobre las plaquetas, en las
cuales tiene un efecto antiadhesivo.

El NO es un gas simple que se libera por la conversion del aminoacido L-arginina en L-
citrulina. Para la sintesis de NO, ademas de L-arginina como sustrato, se requiere de la
presencia de calmodulina (CaM) y de 4 cofactores: flavin mononucleétido (FMN), flavin
adenina dinucledtido (FAD), tetrahidrobiopterina (TBH) y de nicotinamida adenina
dinucleotidofosfato (NADPH). Esta reaccién es catalizada por la enzima oéxido nitrico
sintasa (NOS), y puede ser inhibida por derivados estructurales de dicho aminoacido: la
N-mono-metil-L-arginina (LNMMA), la N-nitro-L-arginina metiléster (LNAME) y otros.
Cuando la CaM no se encuentra unida a la enzima, los electrones donados por el NAPDH
no fluyen desde el dominio reductasa hacia el dominio oxigenasa, y son aceptados por el
citocromo C y otros aceptores de electrones. En presencia de la CaM los electrones
donados por el NADPH son transportados por el FAD y por FMN hacia el grupo hemo. La
L-arginina se convierte en N-hidroxialanina y luego en NO y L-citrulina.

En estas condiciones, las NOS producen una mezcla de aniones superoxido (O2), y el
NO que reacciona con peroxinitritos (ONOO") que contribuye a incrementar el estrés
oxidante. En ausencia de TBH, las NOS generan peroxido de hidrégeno (H20:2),
superoxido y NO. Los productos finales del NO "in vivo" son: nitrito (NOz27) y nitrato (NO3z").
El mejor indice de NO total es la suma de ambos productos, debido a que la proporcion
relativa de cada uno de ellos dentro de una misma muestra resulta variable. La relacion
de NO3/NO2 puede ser medida a través de sistemas colorimétricos que tiene un valor
normal de 1.0 ym.

El NO, una vez formado, puede difundir hacia las células subyacentes, donde activa a la
enzima guanidilciclasa, y ésta provoca el aumento intracelular de GMPc, mediador de los
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efectos fisioldgicos. La sintesis de NO puede ser regulada por glucocorticoides y agentes
antiinflamatorios no esteroideos (AINES) que reducen la produccion de este gas, asi
como por los propios niveles de NO a través de mecanismos de retroalimentacion
negativa.

Se han identificado tres isoformas de NOS, constituidos por subunidades
homodiméricas con pesos moleculares entre 125 y 155 KDa. Dos isoformas constitutivas
calcio-dependientes (cNOS): la endotelial (eNOS) o tipo lll y la neural (nNOS) o tipo |,
presentes en diferentes tejidos (células endoteliales, neuronas, neuroglias y otros) que
producen concentraciones fisioldgicas de NO al actuar como sefalizador molecular.

Una forma calcio-independiente (iNOS) o tipo Il, inducible en un numero de tipos
celulares como macrofagos, hepatocitos, neutrofilos, musculo liso, endotelio en respuesta
a diferentes estimulos inmunoldgicos tales como: interferén y, TNF o y lipopolisacarido
(LPS) bacteriano, los cuales generan gran cantidad de NO que puede ser toxico en
células tumorales o infectadas por virus. ElI conocimiento de esta amplia distribuciéon de
las NOS, ayudan a explicar algunos de los efectos en el organismo asociados con la
liberacién de NO (2.

En las enfermedades inflamatorias los macréfagos activados secretan reactivos
intermedios de oxigeno (ROI) y NO, lo cual puede resultar en la produccion de ONOO" y/o
radicales de OH. En esta reaccion de NO con el grupo hemo en sitios cataliticos de las
mitocondrias, enzimas citoplasmaticas y nucleares, pueden formar uniones covalentes
irreversibles. En la artritis reumatoidea la produccién aumentada de NO se evidencia por
el incremento de los niveles de NO2™ en el liquido sinovial de dichos pacientes. Como se
observa, el NO desempena una importante funcién en la modulacion de la respuesta
inmune, posiblemente a través de la regulacion diferencial de la sintesis de citocinas,
macrofagos y otros tipos celulares que pueden inducir la formacion de interferon y y TNF
.

El estimulo fisico de mayor envergadura para la liberacion de NO, es la presién de
rozamiento o fuerza tangencial sobre la pared vascular, que se genera por el aumento del
flujo dentro de la arteria y que conduce a una vasodilatacion cuya magnitud es
directamente proporcional a la cantidad de NO liberado por el endotelio. Depende de la
integridad del endotelio en individuos normales. Este mecanismo se hallaria alterado en
pacientes hipertensos e hipercolesterolémicos debido a una disminucion de la

bioactividad de NO disminuyendo la respuesta al incremento del flujo sanguineo,
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desarrollando y/o manteniendo resistencia vascular periférica elevada en los hipertensos.
A pesar de actividad disminuida de NO, se preserva la dilatacion por presién de
rozamiento en los hipercolesterolémicos, atribuible a otros factores vasoactivos
endoteliales (3.

Otros estudios, sugieren que a nivel de los vasos sanguineos existe un factor fisico que
activa a los mecanorreceptores de la pared vascular, induciendo la sintesis de NO por las
células endoteliales a partir de la eNOS. Demostrando que el NO liberado podria actuar
de forma local en el musculo liso subyacente, con una vida media de pocos segundos en
soluciones bioldgicas.

Lo expresado anteriormente indica que al aumentar la presidn arterial, el roce de la
corriente sanguinea sobre el endotelio vascular se incrementa y por tanto, la liberacién de
NO, que coincide con lo planteado por Navarro et al, en cuanto a que a altas presiones
de perfusion el NO principal en la autorregulacion local modulando la contractilidad
midgena de la pared vascular.

Por otra parte, la sintasa del INOS, desde una perspectiva funcional, es importante
reconocer que la induccion de la iINOS de alto rendimiento por lo general ocurre en un
ambiente oxidativo, por lo que los altos niveles de NO tienen la oportunidad de reaccionar
con especies reactivas de oxigeno que conducen a la formacién de ONOO" y toxicidad
celular. (14

Ademas, el NO puede regular por si mismo la expresion y actividad de las NOS. En
concreto, se ha demostrado que NO desempefa un importante rol regulador negativo
(feedback negativo) sobre eNOS y por consiguiente en la funcion de las células
endoteliales vasculares. Este proceso, conocido oficialmente como S-nitrosilacion (s-
nitrosation), ha demostrado inhibir de forma reversible la actividad eNOS en las células
endoteliales vasculares. (14)

Este proceso puede ser importante ya que esta regulado por las condiciones redox de la
célula y por tanto, puede proporcionar un mecanismo para la asociacion entre el "estrés
oxidativo" y la disfuncién endotelial. Ademas de eNOS, tanto nNOS y iINOS se han
encontrado S-nitrosiladas, pero la evidencia para la regulacion dinamica de las isoformas
de NOS por este proceso es menos completa. Ademas, se ha demostrado que tanto
NNOS y iINOS forman complejos ferrosos nitrosilo en los grupos hemo, que pueden actuar
parcialmente para auto-inactivar estas enzimas en determinadas condiciones (15 El paso
limitante para la produccion de oOxido nitrico también puede ser la disponibilidad de L-
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arginina en algunos tipos de células. Esto puede ser particularmente importante después
de la induccién de iINOS (15)

Por ejemplo el mecanismo adyacente a los aneurismas cerebrales puede ser debidos a
una expresion anormal de nNOS, degradacion de la matriz extraceluar, incremento de la
reaccion pro inflamatoria o una deficiencia en la sintesis de capa de la elasticidad arterial.
Estos cambios pueden resultar en una deficiencia en la remodelacion vascular (1s,16).

En estudios recientes en modelos de raton, se ha demostrado que el fenofibrato puede
contribuir a la disminucion del aneurisma abdominal aodrtico (AAA) inducido por
aterosclerosis y por Ang Il debido a que regula el HDL en suero y los niveles de
esfingosina-1 fosfato (S1P)-c y tiene activacion asociada de las enzimas productoras de

NO y la reduccion de la inflamacion de la aorta (17).

Lo cual de acuerdo a este hallazgo un mecanismo no explorado es el de la participacion
de los AG, dentro de la patogénesis de los aneurismas adrticos. Los AG son componentes
fundamentales de los fosfolipidos y esfingolipidos, moléculas que forman la bicapa lipidica
de las membranas de todas las células. Tienen una funcién reguladora, ya que algunos
AG son precursores de las prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos, moléculas con
una gran actividad bioldgica, que intervienen en la regulacion y control de numerosos
procesos vitales, como la respuesta inflamatoria, regulacién de la temperatura corporal,
procesos de coagulacidon sanguinea, contraccion del musculo liso, etc.

Se conoce que el dafio celular producido por las especies reactivas del oxigeno ocurre
sobre diferentes macromoléculas como los lipidos insaturados donde se produce el dafio
mayor, proceso que se conoce como peroxidacion lipidica, lo cual afecta a las estructuras
ricas en Ag poliinsaturados, ya que se altera la permeabilidad de la membrana celular y se
produce edema y muerte celular. La peroxidacion lipidica representa una forma de dano
histico que puede ser desencadenado por el O27, el H202 y el OH". (18,19,20)

Los factores que influyen en la magnitud de la peroxidacion lipidica son: a) La naturaleza
cualitativa y cuantitativa del agente inicializador, b) Los contenidos de la membrana en
AG poliinsaturados y su accesibilidad, c) La tensién de oxigeno, d) La presencia de hierro,
e) El contenido celular de antioxidantes (betacarotenos, alfatocoferoles, glutation), f) La
activacion de enzimas que pueden hacer terminar la cadena de reaccion como es el caso
de la glutation peroxidasa (GSH-Prx). La cual fue recientemente encontrada muy
disminuida, en estudios realizados en este grupo de Investigacion.

12



Es importante hacer menciéon que una vez que se inicia, este proceso de péroxidacion
lipidica toma forma de “cascada”, con produccién de radicales libres que lleva a la
formacion de perdxidos organicos y otros productos, a partir de los acidos grasos
insaturados; y una vez formados, estos radicales libres son los responsables de los
efectos citotoxicos 1)

La alteracidn del estrés oxidante encontrada en la aorta dafada de estos pacientes ha
sido una fase determinante para entender el dafno desencadenado. Sin embargo,
creemos que tiene vital importancia analizar cual es la participacion de la INOS y que
relacion guarda con el metabolismo de los AG.

La constante expresion de genes con mutaciones, en los pacientes con MFS, lleva al
paciente a un estado cronico de inflamacion, que va alterando la estructura de la célula
endotelial, llevando paulatinamente a la dilatacién adrtica, y manifestandose en fases
tardias de la enfermedad, en donde la intervencién quirdrgica es una de las principales
opciones de tratamiento. (22

Como sabemos existen guias a nivel mundial, en donde se hacen las recomendaciones
de acuerdo a ciertas caracteristicas de los pacientes, y como bien sabemos se deben de
tomar como sugerencia, sin embargo siempre se debe individualizar el caso, y estudiar

exhaustivamente al paciente para obtener los mejores resultados.

Recomendaciones de diagnéstico y tratamiento para pacientes con sindromes

genéticos de acuerdo a las Guias (22

Clase |

1. Realizar ecocardiograma al momento del diagnodstico de MFS para determinar los
diametros de raiz de aorta y aorta ascendente, y 6 meses después para determinar si
existe aumento de dichos diametros (Nivel de evidencia C)

2. Estudios de imagen anual, si el paciente presenta estabilidad en los diametros
aorticos. Si el diametro adrtico maximo es 4.5 o mayor, o si el didmetro adrtico muestra
crecimiento significante en cuanto a la medicion basal, se pueden realizar los estudios

con mayor frecuencia (Nivel de evidencia : C)

Clase lla
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1. Considerar tratamiento quirurgico de aorta en pacientes adultos con mutaciones en TG-
FBR1 o TGFBR-2 y un diametro adrtico de 4.2 cm o mayor por ecocardiograma
transesofagico (diametro interno), o de 4.4 a 4.6 cm o mayor por TAC o RM (diametro
externo). (Nivel de evidencia: C)

2. En mujeres con diagnostico de SM en edad fértil, es razonable realizar el reemplazo
de la raiz aortica y aorta ascendente como tratamiento profilactico si el diametro excede 4
cm. (Nivel de evidencia: C)

3. Si el area medida en centimetro cuadrados en un corte transversal de la aorta
ascendente o raiz aodrtica, dividida entre la altura del paciente en metros, excede un
promedio de 10, el tratamiento quirdrgico esta recomendado , ya que se ha visto que
pacientes mas pequefios, presentan disecciones con diametros mas pequefios, y el 15
% de los pacientes con MFS presentan disecciones con didmetros menores a 5 cm.

(Nivel de evidencia: C)

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
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El MFS es una enfermedad rara que tiene una alta incidencia de morbilidad y mortalidad
cardiovascular, debido a que los pacientes desde el nacimiento y durante su desarrollo
pueden presentar dilatacion, diseccion y/o ruptura de la pared aortica.

Es un problema de salud publica, debido a que las complicaciones cardiovasculares de
este padecimiento ocurren en sujetos jovenes en la edad productiva y la diversidad del
dafio cardiaco va desde alteraciones del sistema de conduccién, dafio valvular hasta la
presencia de aneurismas

En los médicos de primer contacto hay poco conocimiento de esta enfermedad y en
relacion a los pacientes aunque tienen diversidad en la expresion clinica y presentan dafo
en el sistema ocular, musculo esquelético y dental ademas de la patologia cardiaca no
manifiestan en la gran mayoria sintomatologia inmediata, lo cual en conjunto conlleva a
que haya retraso en el diagnéstico.

En la mayoria de las ocasiones el diagnostico se establece hasta que ocurre insuficiencia
valvular principalmente aortica y la diseccidén del aneurisma.

Cuando los pacientes se diagnostican hasta que se encuentran en este estado
catastrofico requieren de cirugia urgente lo cual implica mal prondstico e incremento en
los costos econdmicos y sociales de la familia y de las Instituciones que los atienden.
Por lo tanto se requiere de estrategias tanto para incrementar la acuciosidad diagnostica,
como para proponer estudios de investigacién para evaluar los posibles mecanismos
involucrados en el dafio adrtico. En el MFS, el dafio en general se ha atribuido a diversas
mutaciones en el gen de la fibrilina 1 (FBN1) y de mutaciones en los receptores de TGFB1
y TGFB2. Sin embargo dentro de otros posibles mecanismos que participan en el dafo
aortico recientemente se ha encontrado que estos pacientes tienen capacidad
antioxidante disminuida e incremento de la lipoperioxidacién, sin embargo no se conoce
qué papel juegan en el dano adrtico los acidos grasos saturados mono insaturados y
polinsaturados en el dafo aodrtico de estos pacientes ni el papel que estos tienen en la

produccion y regulacién del NO

JUSTIFICACION
15



De acuerdo a las funciones metabdlicas de la INOS es importante determinar que
posible papel juegan los acidos grasos, los cuales forman parte de estructuras mas
complejas como los fosfolipidos y glucolipidos y se conoce que intervienen en
mecanismos importantes en la permeabilidad celular. Es conocido también que debido a
su caracter anfipatico se unen a proteinas facilitando su insercién en la bicapa lipidica de
la membrana celular y finalmente al ser usados como combustible metabdlico de reserva
y al actuar como mensajeros intracelulares, es importante determinar cual es su
verdadera participacion en el dano adrtico de aneurismas en enfermedades del tejido

conectivo.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢El estudio de los AG en el tejido adrtico de los pacientes con MFS nos permitira
obtener informacién del papel que juegan en el mecanismo de dafio arterial y si esto

esta relacionado con participacion de la INOS?

HIPOTESIS

Los AG participan en procesos inflamatorios y en los aneurismas adrticos de los
pacientes con MFS podrian ser parte del mecanismo de dafo arterial y se ha descrito
que hay participacion de la INOS y esta puede guardar correlacion con AG TNF-a y
TGF-B1.

OBJETIVO PRIMARIO

Determinar si existe participacion de la iINOS en el tejido adrtico con aneurisma

Objetivos particulares
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» Evaluar los niveles de AG totales.

* Evaluar la relacion de NO3/NOz, y citrulina.

* Determinar la expresion de la iNOS en el aneurisma aortico.

» Cuantificar la actividad de la INOS en el aneurisma adrtico.

» Evaluar la correlacién de los niveles con factores clinicos.

* Determinar si existe correlaciéon del tiempo de evolucion de la enfermedad y los
niveles séricos de AG totales, NO3/NOz2’, citrulina y expresion de iNOS.

* Determinar si tiene participacion con TGFB1 y el TNF-a

MATERIALES Y METODOS

Diseiio de estudio

Estudio prospectivo observacional en una sola cohorte.

Poblacion de estudio

=» Pacientes sometidos a cirugia correctiva de aneurisma adrtico.

=» Pacientes que cumplieron con los criterios de Ghent para ser clasificados como
MFS a su valoracion al Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez captados
en la clinica de Aorta, los cuales fueron analizados por Reumatdloga experta.

=» Estos pacientes candidatos a cirugia, son aquellos que se hayan presentado
previamente en sesién medico quirurgica, debido a que presentan una dilatacién
=5 cm o que hayan acudido por primera vez con dilatacion y/o diseccion aortica a
los cuales se les explicara en qué consiste el estudio y posteriormente se
entregara carta de consentimiento informado.

= El grupo control serda tomado de voluntarios que seran intervenidos por un
problema valvular o congénito en el que la aorta forme parte de la resecciéon

quirurgica
Se incluiran las variables, como tiempo de evolucién, tamafo de la dilatacion aortica, edad
género, CEC tiempo de pinzamiento, dias de estancia hospitalaria, tiempo de evolucion

entre el diagnostico y la fecha de cirugia.
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Criterios de Inclusion

Tejido adrtico de sujetos con MFS, que cumplieron con > de dos criterios mayores y mas
de dos menores que hayan aceptado ser sometidos a cirugia de aorta en el Instituto
Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez.

Se retird cualquier medicamento que podria interferir con el resultado, como el uso de

AINES, o hipolipemiantes de cualquier tipo

Criterios de exclusion
Tejido aortico de pacientes que se llevaron a procedimiento quirdrgico de aorta
(procedimiento de Bentall y De Bono o procedimiento de David), obteniendo una cantidad

insuficiente de muestra para realizar todas las determinaciones.

METODOLOGIA

Homogenizacién de aorta toracica

El segmento de aorta fue extraido durante la cirugia, congelado en nitrégeno liquido y
conservado a -30°C hasta su utilizacion, posteriormente fue homogeneizado en nitrégeno
liquido y se politroné con amortiguador de sacarosa (0.25 mM de sacarosa, 10 mM de
Tris, 1 mM de etilendinitrilotetracetato disédico (EDTA) a pH 7.35), en presencia de
inhibidores de proteasas (1 mM PMSF, 2 uM pepstatina A, 2 uM leupeptina y 0.1% de
aprotinina) se centrifugd a 2500 rpm durante 10 minutos a 4°C. El sobrenadante se
separo y almaceno a -30°C. La determinacion de las proteinas totales del homogeneizado

se realiz6 segun el método descrito por Bradford (cita).

Acidos grasos totales (AGT)

La extraccion de los AGT se realiz6 de acuerdo al método descrito por Folch (cita). A 100
[1g de proteina del homogenizado adrtico se le agregaron 100 ug de acido nonadecanoico
como estandar interno y 2 ml de cloroformo-metanol (2:1, vol/vol) con 0.002% de BHT,
Los AGT fueron transesterificados a metilesteres de AGT calentando a 90°C por 2 horas
con 1.860 ml de metanol, y 40 pl de acido sulfurico concentrado y 0.002% de BHT. Los
metilesteres de AGT fueron son separados e identificados por cromatografia de gas-FID
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en un cromatografo marca Carlo Erba Fratovap 2300 equipado con una columna capilar
SP-2330 (30m largo x 0.25 mm de diametro) y acoplado con un detector de flama

ionizante a 210°C, con un flujo constante de helio 1.2 ml/min.

Citrulina

A 100 pg de proteina del homogeneizado adrtico, se le agregé 50 pl de ureasa (12 mg/ml)
y se incubd por 30 min a 37°C al finalizar el periodo de incubacion se le agregdé 1 ml de
mezcla crémica. (25% de H2S04, 20% de H3PO4, 9.24 mM de FeCl3 6H20, 0.125% de 2,3-
butadiona monoxima y 0.0075% de tiosemicarbazida), se mezclé en vortex y se incubd a
100°C durante 10 minutos. Las muestras se enfriaron a temperatura ambiente y se midio
la absorbencia a 530 nm. La curva de calibracion se realizé con una solucion estandar de
L-Citrulina 1nM (Sigma).

Nitratos y Nitritos

Los nitratos fueron reducidos a nitritos mediante la reaccion enzimatica con nitrato
reductasa. A 100 ug de proteina del homogeneizado aortico se le agregaron 20 ul de
NADPH 2.4 mM, 10 pl nitrato reductasa (0.005 unidades) y 30 ul de aortiguador de
KHPO4 0.14M, pH 7.35, se incubd por 30 min a 37°C, al finalizar el periodo de incubacién
se le agreg6 200 pl de sulfanilamida 1% y 200 ul de N-naftil-etildiamina 0.1%, el volumen
total fue ajustado a 1 ml. La curva de calibracién fue obtenida con solucién de KNO2 de 5

a 0.156 nM. La absorbencia fue medida a 540 nm.

Inmunotransferencia

75 pg de proteina del homogeneizado aortico se mezclé con amortiguador de carga
(glicerol-Tris-HCI 59% vol/vol, SDS 1%, azul de bromofenol 0.01% y 2-mercaptoetanol
0.05%, pH 6.5). La mezcla se calenté a 100°C por 1-2 min. Las proteinas se separaron
en gel de SDS/PAGE al 8% bajo condiciones reductoras, al final de la electroforesis, el gel
fue transferido a una membrana de nitrocelulosa Hybond-P 45 ym. La membrana se
bloqueo durante 3 horas con TBS que contenia 5% de leche deshidratada desgrasada y
0.05% de Tween 20. Después, la membrana se incubd toda la noche con anticuerpos
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policlonales primarios de conejo contra iINOS a una dilucion de 1/300 a 4°C y agitacion
continua. Después la membrana fue enjuagd tres veces con TBS y se incubd con una
dilucién de 1/1000 de anticuerpos policlonales secundarios anticonejo por dos horas a
temperatura ambiente y se revelé con 33 diaminobencidina. Después de la identificar a la
INOS, la membrana se lavé con amortiguador que contenia Tris 1%, SDS 1% y B-
mercaptoetanol 100 mM, pH 2 por 2 horas, después se lavo con TBS, se bloqueo tres
horas y se incub6 toda la noche con una dilucion de 1/1000 de anticuerpos biotinilados
monoclonales de raton contra a-actina y se reveld con 3°3’diaminobencidina. La
membrana fue analizada por densitometria mediante el programa 1D Image analysis
software Windows version 3.5 (Scientific Imaging Systems Eastman, Kodak Company,
Rochester, NY).

Actividad de la sintasa del 6xido nitrico inducible

La actividad de la INOS se cuantifico por oximetria mediante un electrodo tipo Clark, 100
Mg de proteina del homogeneizado aodrtico se incubd a 37°C por 5min con 2 ml de
amortiguador que contenia; HEPES 50 mM, CaM 10 unidades, BH4 10 uM, CaClz2 2mM, L-
arginina10 yM, NADPH 1mM, FAD 1mM, pH 7.35, La curva de calibracién se realizé con
Kl 0.1M en H2S0O4 0.1M en presencia de KNO2 5 a 80 nM.

Interleucinas

El TGF-B1 y el TNF-a fueron cuantificados por ELISA mediante kits comerciales obtenidos
por Elabscience (Cat No. E-EL-ROO19) y Enzo Life Sciences (Cat No. ADI-900-155),

respectivamente.

RESULTADOS
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Se estudiaron 31 sujetos, 23 con MFS de los cuales 12 (52%9fueron hombres y 11 (48%)

mujeres la relacion H: M fue de 1:1 y 8 controles.

La mediana de edad de los grupos (casos y controles) fue de 33, Max —min (24-57) y 52
(1-72) respectivamente y la mediana de edad de hombres y mujeres tuvo una mediana
de 33 (26-57) y 33 (24-49) respectivamente. Todos los sujetos cumplieron con > de 2
criterios de Ghent y la mediana de criterios menores fue de 3 (1-5).Las caracteristicas
demograficas de los pacientes con sindrome de Marfan se muestran en Tabla 1. Las

caracteristicas de laboratorio de los pacientes se muestran en Tabla 2.

En relacién al tipo de cirugia de los pacientes 17 (74%) fueron electivas y 6 (26%) fueron
de urgencia, el diametro promedio del grupo en general fue de 77 £ 17 mm. Solo hubo
una defuncién, se trato de una mujer con sindrome disecante de arco aodrtico, roto con
dilatacion de 70 mm, prolapso valvular mitral y tricuspide, insuficiencia pulmonar, la cual
fallecid durante el intento de iniciar la cirugia. En los pacientes que tuvieron CEC la
mediana fue de 172 (142-284) y el tiempo de pinzamiento fue de 145 (100-200). Del
grupo en general el tiempo de cirugia tuvo una mediana de 5 (2 -12) y el promedio de
sangrado 710 ml (320-4000 ml)

El promedio general de dias de estancia hospitalaria fue de 34.7 + 28.5 y fue similar
entre aquellos que llegaron con diseccién aortica y los que no la tuvieron fue de 35 + 29
y 34 £+ 29.

Sin embargo de acuerdo al tipo de procedimiento, a los que se les realizé Bentall y Bono
(BB) tuvieron una estancia hospitalaria con una mediana de 27 (1-130) dias,
procedimiento de David de 25 (17-32) y a los que se les realiz sustitucién abdominal fue
de 54 (19-90)

En la figura 1 se muestra el tipo de cirugia realizada y si tuvieron o no diseccion aodrtica.
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Figura1

DISECCION
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Figura 1. Relacion entre la cirugia realizada y la presencia de diseccion adrtica.
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Tabla 1. Frecuencia de caracteristicas clinicas y demograficas
de los pacientes

Caracteristicas N (%)

Antecedentes de sindrome de Marfan en la familia

Con antecedente familiar del sindrome 11 (48)
Caso indice ( sin antecedente del sindrome) 12 (52)
Deformidad del toérax

Sin deformidad 7 (30)
Con pectum excavatum 6 (26)
Con pectum carinatum 10 (44)
Luxacion de cristalino 18 (78)
Con > de 7 / caracteristicas musculo esqueléticas 23 (100)
y sistémicas

Dilatacién aortica 23 (100)
Tipo de Cirugia

Bentall y Bono 19 (83)
Procedimiento de David 2 (9)
Sustitucién Ao abdominal 2 (9)
Con diseccion adrtica 15 (65)

Tipo de Diseccion
Stanford A Debakey |l 8 (34)

Stanford A DeBakey | 7 (30)
Sin diseccion 8 (34)
Lugar de Origen

Distrito Federal 9 (39)
Puebla 3 (13)
Guanajuato 3 (13)
Tlaxcala 2 (9)
San Luis Potosi 1 4)
Oaxaca 1 4)
Durango 1 4)
Morelia 1 4)
Zacatecas 1 4)
Hidalgo 1 (4)

Tabla 1. Caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes estudiados



Tabla 2. Promedios de biomarcadores de laboratorio previos a la cirugia.

Mediana ( Min-Max)

Proteina C reactiva 32.5 (26-220)
HDL 33 (14-58)

LDL 86 (40-130)
Colesterol total 141 (55-218)
Trigliceridos 98 (55-463)

HDL = High Density Level, LDL= Low
Density level, TG

Tabla 2. Promedios de biomarcadores prequirurgicos de los pacientes estudiados

Tabla 3. Muestra el resultado de acidos grasos totales (AGT) entre casos y controles. Ell
porcentaje de los AGT en ninguno de los acidos grasos presenté diferencia significativa
en los pacientes MFS comparacion con los sujetos C, excepto en el acido oleico, el cual
mostré incremento significativo (p=0.04) en los pacientes con MFS en comparacion con
los sujetos C, otro acido que mostré una tendencia a incrementarse sin alcanzar
diferencia significativa en los pacientes con MFS en comparacién con los sujetos C, fue el
acido araquidonico (p=0.06). Los AGS y AGM presentaron una tendencia a aumentar y
disminuir respectivamente sin alcanzar diferencia significativa entre MFS y C (p=0.06)- La
actividad de la A%-desaturasa mostré una tendencia similar que la del acido araquidénico
(p=0.06).

24



Tabla 3. Porcentaje de los acidos grasos totales y indices de conversion

en el homogeneizado del aneurisma adrtico.

Acido Graso % C (n=7) MFS (n=21)
PALMITICO 40.7 £ 3.5 35511
PALMITOLEICO 10.8+1.9 7504
ESTEARICO 209+4.3 16.0+1.3
OLEICO 19.6 + 3.9 30.0 £1.8*
LINOLEICO 52+01 7.7+x05
a-LINOLEICO 0.6+0.2 0.4 £0.05
DIHOMO-[I- 0.6+0.4 04+£01
LINOLENICO
ARAQUIDONICO 04+01 1.0 £ 0.2**
EICOSAPENTAENOICO 0.5+01 0.5+01
DOCOSAHEXAENOICO 0.3+0.1 05+0.1

Total
AGS 61.7+5.6 51.6 £ 2.0*
AGM 30.5+4.6 37.6 £1.8*
AGP 7.7+11 10.8+0.5
Desaturases
A° 1.2+04 2.3%+0.3*
i\ 0.13+01 0.06 = 0.01
N° 20+0.5 2.9%0.3

C vs. MFS *p=0.04, **no significativo p=0.06

Las figuras 2 y 3 muestran que la concentracion de citrulina y los NO3-NO2 en los
pacientes con MFS presentaron incremento significativo en comparacién con los sujetos C

(p=0.003 y p=0.02, respectivamente).
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Figura 2. Concentracion de citrulina en pacientes
con MFS vy sujetos control. La citrulina es el
metabolito estable de las sintasas del 6xido
nitrico. Abreviaturas C= control, MFS= sindrome

de marfan.
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Figura 3. Concentracion de nitratos y nitritos en
homogeneizado del aneurisma aodrtico de los
pacientes control y con MFS. Los nitratos vy
nitritos son los metabolitos estables del oxido

nitrico.
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La expresion de la iINOS en los pacientes con MFS en comparacién con los sujetos C

mostré aumento significativo (p=0.05, Figura 4).

iNOS / a-actin

1.0 4

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

p=0.05

Cc MFS

Figura 4. Expresion de la iNOS en el
homogeneizado del aneurisma adrtico de
sujetos control y pacientes con MFS.
Abreviatura: C= control, MFS= sindrome
de Marfan.

La actividad de la iINOS se incrementd significativamente en los pacientes con MFS en

comparacion con los sujetos C (p=0.02, Figura 5).

NO (nM / min / mg protein)

1.5 1

|
|
P=0.02
|
c MFS
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Figura 5. Actividad de la iINOS en el
homogeneizado del aneurisma adrtico en
sujetos control y pacientes con MFS. La
actividad se realizd mediante un oximetro

acoplado con un electrodo tipo Clark.

El TGF-B1 y el TNF-a en los pacientes con MFS mostraron incremento significativo en

comparacioén con los sujetos C (p<0.04 y p=0.04, Figura 6 y 7 respectivamente).
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Figura 6. Concentraciéon del TGF-B1 en el
homogeneizado del aneurisma adrtico de sujetos

control y pacientes con MFS.
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Figura 7. Concentracion del factor de necrosis
tumoral alfa en el homogeneizado del aneurisma

aortico de sujetos control y pacientes con MFS.
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El promedio de HDL fue encontrado muy bajo en la mayoria de los pacientes y la
correlacion de este hallazgo con los acidos grasos se muestra en tabla 4

Tabla 4. Analisis de los diversos biomarcadores de laboratorio solicitados previos a la cirugia de los pacientes y su

correlacién con los niveles de acidos grasos.

Palmitico
Palmitoleico
Estearico
Oleico
Linoleico
Gama L
Dihomogama L
Araquidonico
EPAC

DHA
Saturados
Monosaturados
Polinsaturados

HDL
(p =0.007)

(p= 0.57)
(P=0.05)
(p=0.03)
(P=0.04)
(p=0.13)
(p=0.02)
(p=0.30)
(p=0.10)
(p=0.32)
(p=0.01)
(p=0.03)
(p=0.01)

LDL

(p =0.15)
(p=0.44)
(p=0.57)
(p=0.25)
(p=0.35)
(p=0.33)
(p=0.99)
(p=0.49)
(p=0.43)
(p=0.38)
(p=0.30)
(p=0.22)
(p=0.90)

CT

(p=0.38)
(p=0.34)
(p= 0.35)
(p=0.30)
(p=0.41)
(p=0.66)
(p=0.90)
(p= 0.53)
(p=0.53)

PCR

(p =0.43)
(p=0.64)
(p=0.26)
(p=0.29)
(p=0.49)
(p=0.92)
(p=0.79)
(p=0.78)
(p=0.93)
(p=0.84)
(p=0.29)
(p=0.28)
(p=0.54)




Se analizaron los porcentajes de AG entre sujetos que cursaron con y sin diseccion
aortica. Se encontrd un incremento del estearico en los que tuvieron diseccion aortica vs
los que no tuvieron y esto tuvo significancia estadistica p =0.001 U-Mann Whitney. Se
muestran en Figura 8.

Figura 8.

Porcentajes de acidos grasos Palmitico Oleico y Estearico entre pacientes con
Sindrome de Marfan que presentaron diseccion aortica vs los que no tuvieron

diseccion aortica.
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En la Figura 9. se muestra que en aquellos sujetos que no tuvieron diseccion aortica el
acido oleico tuvo un porcentaje o incremento mas elevado que los que presentaron
diseccién y esto tuvo diferencia estadisticamente significativa. p= 0.01 (U- Mann Whitney).

Figura 9.

Porcentajes de Acidos Oleico y Linoleico entre sujetos con Sindrome de Marfan
que presentaron o no diseccion al momento de su Ingreso Hospitalario
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En la Figura 10, se muestra sin diferencias de Gama, Dihomogama y el acido
araquidonico entre sujetos que tenian o no diseccion. Lo cual podria resumirse que se

encontraban sin diferencias.

Figura 10

Niveles de Gama, Dihomogamal y acido araquidonico en pacientes con
Sindrome de Marfan cony sin diseccion aortica al momento de su cirugia.
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En la figura 11, se encontré que los acidos grasos saturados fueron mas elevados en los
sujetos que presentaron diseccion aortica y esto muestra diferencia estadistica
significativa p =0.007 por otro lado los acidos grasos mono saturados se encontraron
disminuidos en sujetos con diseccion aortica. P = 0.006

Figura 11.

Porcentaje de Acidos grasos saturados, monosaturados y Polinsaturados entre
individuos con Sindrome de Marfan que tuvieron diseccion o no previo a su

cirugia.
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Todos los pacientes cursaron con necrosis quistica de la media. En las figuras siguientes
se muestra a manera de ejemplo la descripcién histolégica de un control y lo encontrado
a nivel de fibras elasticas en la mayoria de pacientes con MFS.

Figura 12. Control, tinciéon hematoxilina y eosina. Fotomicrografia de la capa media de la
arteria aorta. Se observan las fibras elasticas en color rojo como cordones ondulantes,
continuos que alternan con fibras de colagena en color rosa. Constituyen un entretejido
que no deja espacios. HE 40x.

Figura 13. Control, tincion de Masson. Fotomicrografia de la capa media de la arteria
aorta. Se observan las fibras elasticas en color rojo como cordones ondulantes continuos
que alternan con fibras de colagena en color azul. Constituyen fasciculos entrelazados
qgue se disponen en la misma direccion. Masson 40x.
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Figura 14. Marfan, tincion de hematoxilina y eosina. Fotomicrografia de la capa media de
la arteria aorta. Se observan cavidades de color blanco, producto de la fragmentacion de
las fibras elasticas y de colagena. Corresponden a la llamada necrosis quistica de la capa
media adrtica. HE 40x

Figura 15. Marfan, tincién de Masson. Fotomicrografia de la capa media de la arteria
aorta. En rojo las fibras elasticas como cordones ondulantes discontinuos o interrumpidos
por fragmentacién. En azul las fibras de colagena que se fragmentan y dejan espacios o
cavidades en color blanco (necrosis quistica inicial). Masson 40x.
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Figura 16. Marfan, tincién de fibras elasticas. Fotomicrografia de la capa media de la
arteria aorta. Se observan las fibras elasticas en color negro, como cordones ondulantes
que se interrumpen, producto de fragmentacion. Alternan con fibras de colagena en color
café que al fragmentarse dejan cavidades o espacios en color blanco (necrosis quistica
inicial). Fibras elasticas 40x.
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DISCUSION

El endotelio constitutivamente libera un niumero de mediadores vasoactivos como el NO,
el cual regula la contractilidad del musculo liso, y de esta manera las propiedades del
tono vascular. La disfuncion endotelial y su retroalimentaciéon negativa mediada por NO
puede contribuir a la distensibilidad reducida, lo cual conlleva a diversas complicaciones en
la aorta de pacientes con alteraciones genéticas y de la colagena como ha sido observado
en el MFS. 3

Recientemente se ha encontrado que el acido oleico, el cual se encuentra en alimentos
como el aceite de olivo tiene efectos sobre la vasodilatacion mediada por flujo dependiente
de endotelio 4) , lo que contribuye a la disminucion de LDL, colesterol total asi como un
aumento de HDL-C. (2526,27)

Por lo tanto si las LDL son enriquecidas con acido oleico estas particulas pueden estar
menos disponibles para ser oxidadas. De esta manera estos multiples efectos benéficos
podrian servir para reducir el riesgo de enfermedad cardiovascular, aunque cabe considerar
que los mecanismos por los cuales se obtienen no son del todo conocidos. Sin embargo
hay evidencias que indican que el acido oleico es un agente asociado a inflamacién y que
abate la eNOS e incrementa la iINOS lo cual podria explicar algunos de los resultados
encontrados en esta serie. Estos hallazgos son generadores de hipétesis y hacen
necesario investigar cual es la verdadera participacion de estos (s29). Los resultados en
esta serie sobre la disminucion de los pacientes con HDL sugiere que el metabolismo del
transporte reverso del colesterol esta alterado a pesar que no hay cambios en las LDL y
apoya la hipétesis de que el incremento del acido oleico esta asociado a inflamacion.

Por otro lado el acido linoleico el cual es precursor del AA, uno de los principales
constituyentes de aceite en plantas y los cuales son convertidos por cicloxigenasa y
lipoxigenasa en varios eicosanoides por ejemplo prostaciclinas, tromboxanos vy
leucotrienos. @o, 31) EI Tromboxano A2 (TXA2) y el leucotrienofs, los cuales se derivan del

AA tienen propiedades proinflamatorias y protromboticas @2).

En esta serie el acido linoleico no tuvo diferencias con los controles aunque se conoce de
la participacion en la conversion de los AG de cadena larga los cuales a su vez participan
en las vias del AA, acido eicopentanoico (AEP) y acido docohexanoico) (ADH) nosotros
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interesantemente encontramos que el AA es el Unico incrementado al compararlo con
controles la explicacion podria estar dada por la produccion elevada de AA, sin embargo
debido al estrés oxidativo hay una relacién inversa con las particulas de colesterol HDL
(33,34)

En humanos, Cicero s mostrd, que administrando suplemento con altas dosis de aceite de

oliva por tres semanas disminuyeron el AA y el acido linoleico @s).

La reduccion del AA en suero y tejidos ha sido observada a través de uno de los
mecanismos por el cual el acido oleico actua en una regulacion inversa, lo cual podria ser
obtenido a través de una retroalimentacién metabdlica mas especifica. Por ejemplo la
reduccion del porcentaje de AA podria ser esperado si el acido oleico inhibe Delta 6
desaturasa, Elongasa-5, (Elovl-5) y/o Delta-5 desaturasa. Por otro lado la inhibicién por el

AA de Delta-9 desaturasa podria disminuir el porcentaje del acido oleico. (s,37)

Parece ser que la Delta9-desaturasa tiene considerable significancia biologica, asi la
regulacion de la cantidad de acidos grasos mono insaturados (MUFA) tienen el potencial
para afectar a una variedad de variables fisiolégicas clave, como la de la sensibilidad a la

insulina, adiposidad, aterosclerosis y obesidad y la vasodilataciéon mediada por flujo @s).

En este estudio en la medicion realizada de acidos grasos, en encontramos que el
porcentaje de los AGT pacientes con MFS vs. sujetos sanos no presentaron diferencias
significativas sin embargo el acido oleico, tuvo un incremento en los sujetos con MFS vs
sanos con significancia estadistica (p=0.04). El AA mostro solo una tendencia al incremento
en MFS vs sanos p= (0.06). Del mismo modo esta tendencia al incremento fue observado
en la actividad de la A°-desaturasa (p=0.06). Como ya se ha demostrado en trabajos
previos 3), el acido oleico tiene un propiedades “cardioprotectoras”, al disminuir los niveles
de LDL, mejorar los de la HDL, mejorar la sensibilidad a la insulina, y otros efectos anti-
inflamatorios, ademas se ha encontrado una relacién inversa entre el acido oleico y el AA
(proinflamatorio). Como se puede observar en nuestros resultados, esta relacion inversa
esta perdida en los pacientes con MFS, habiendo elevacion tanto de acido oleico, Dada la
doble participacion que puede tener el oleico como anti y pro inflamatorio, en relacién a
nuestros hallazgos es evidente que los pacientes con SM cursan con un cuadro inflamatorio

por tal razdn una clave a investigar seria sobre los efectos inflamatorios del oleico en las
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enfermedades vasculares y la induccion del acido oleico sobre la INOS proinflamatoria ya

qgue como sabemos el oxido nitrico incrementado no es benéfico.

Se realizaron mediciones de citrulina, NO3-NO2 e iINOS en los pacientes con MFS vy se
observd que presentaron incremento significativo en comparacién con los sujetos Control.
Se ha publicado que en las patologias adrticas, la presencia de aneurismas contribuye a
una disfuncién endotelial, con aumento en la relacién de nitratos y nitritos, que ademas
favorece el aumento de peroxinitritos, alterando la biodisponibilidad de 6éxido nitrico
contribuyendo a modificaciones en el sistema vasomotor, manifestandose como
hipertension, habiendo un incremento en la produccidn de especies reactivas de oxigeno.
Esta disfuncidén endotelial promueve el incremento en la formacion de peréxido, llevando a
una inactivaciéon del oxido nitrico contra peroxinitritos. Esta reduccién de oxido nitrico,
disminuye los niveles de cGMP, y esto tiene una retroalimentacién negativa en la
senalizacion de segundos mensajeros del ON. Ademas de haberse demostrado una
disminucion en la expresion del eNOS (23), sin embargo nuestros resultados evidencian que
hay un aumento en la expresion de la iINOS, la cual se sabe es secundario a algun efecto
pro inflamatorio, y de esta manera se demuestra el aumento en la susceptibilidad de
complicaciones en las aortas de estos enfermos. Y principalmete al oleico que inhibe la
eNOS e incrementa la iINOS.

Se encontro también wuna diferencia significativa entre la concentracion de factor de
crecimiento transformante B1, y el factor de necrosis tumoral a, encontrandose elevado
en los pacientes con MFS, en comparacion con los pacientes control. Efecto conocido por
los factores liberados, en el proceso inflamatorio de esta patologia. El oxido nitrico
desempefia una importante funcibn en la modulacion de la respuesta inmune,
posiblemente a través de la regulacién diferencial de la sintesis de citocinas. Macréfagos
y otros tipos celulares que pueden inducir la formacion de interferon gamma y factor de
necrosis tumoral alfa, lipopolisacarido bacteriano, los cuales a su vez son productores de
oxido nitrico 39, mientras que la citrulina se ha considerado para ser un subproducto
inerte resultado de la isoforma INOS, se conoce que algunos estimulos inducen una ruta
metabdlica en las células del musculo liso vascular , lo que les permite regenerar arginina

a partir de citrulina y este mecanismo deberia ser potencialmente explorado o).
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Las alteraciones del tipo de acidos grasos podria ser atribuida a la dieta, sin embargo estos
pacientes incluidos provenian de diferentes estados de la Republica y diferentes estratos
socioeconémicos, lo cual indica que el tipo de dieta no interfiere sino el metabolismo de
estos pacientes.

Un punto relevante a explorar es la de la 9 desaturasa, que interviene en el metabolismo
del palmitico al palmitoleico y del estearico al oleico, sugiere que probablemente que
haya un deterioro en la actividad de esta enzima y que tenga importante participacion en el

metabolismo de acidos grasos.

CONCLUSION

El incremento del acido oleico se ha asocia con incremento en la expresion y la actividad
de la iINOS, TNF-a y TGF B1, los cuales favorecen inflamacién y esto puede estar en

relacion con el deterioro de la estructura adrtica y la formacion de aneurismas.
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