UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES

ZARAGOZA

PARTICIPACION DE LAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES EN LA AORTA TORACICA

EN EL SINDROME LOEYS DIETZ

Que para obtener el titulo de Bidlogo

PRESENTA:
Jorge Antonio Diaz Galindo
Director
Dr. Israel Pérez Torres

Departamento de Patologia
Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”

Asesor interno:

Dra. Elia Roldan Reyes

Citogenética y Mutagénesis, UMIEZ-CII, FES-Z, UNAM

Tsade

FES
ZARAGOZA
|

CIUDAD.DE.MEXICO...Abril 2016



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

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

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

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

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



RESUMEN

INTRODUCCION
Sindrome Loeys-Dietz
Morfologia de la aorta
Aneurisma aortico toréacico
Disfuncién endotelial
Estrés Oxidante
Especies Reactivas de Oxigeno
Radicales Libres
Fuentes de Produccion de Especies Reactivas de Oxigeno
Especies reactivas de nitrégeno
Sintasas de 6xido nitrico
Papel Fisiol6gico de las Especies Reactivas de Oxigeno
Dafio a Moléculas Bioldgicas
Lipidos
Proteinas

Acido Desoxirribonucleico

Sistema antioxidante
Glutation

Enzimas antioxidantes
Superéxido dismutasa
Catalasa
Glutatién peroxidasa
Glutation-S-transferasa
Glutation reductasa
Antecedentes de Estrés oxidante en Sindrome de Marfan

JUSTIFICACION

HIPOTESIS

10

12

12

13

14

15

16

16

17

18

19

19

20

20
20
21
21

21
22

22
22
23
23
24
24
24

26

27



OBJETIVOS
General

Particular

MATERIAL Y METODOS

CONSIDERACIONES ETICAS

CRITERIOS DE INCLUSION
Pacientes
Controles

Homogeneizacion de aorta.

Deteccién de las enzimas antioxidantes SOD Mn, SOD Cu-Zn 'y

CAT en geles nativos de poliacrilamida

Actividad de la Glutation Peroxidasa
Glutation-S-transferasa

Glutatién reductasa

Glutation reducido

Glutatién oxidado

Determinacién de eNOS por inmunotransferencia
Capacidad antioxidante total

indice de lipoperoxidacion

Histologia
ANALISIS ESTADISTICO
RESULTADOS

ACTIVIDAD ENZIMATICA

28

28

28

29

29

29

29

29

29

30

30

30

31

31

31

31

32

32

33

34

35

35



SISTEMA ANTIOXIDANTE NO ENZIMATICO

HISTOLOGIA
Tincién Hematoxilina-Eosina
Tincién Tricrémica Masson

Tincion Weigert

DISCUSION

LIMITACIONES

CONCLUSIONES

REFERENCIAS

39

41

41

43

45

47

52

52

53



Abreviaturas.

‘OH Hidroxido

10, Oxigeno singulete

4-HNE 4-Hidroxinonenal

AAA Aneurisma de aorta abdominal
AAT Aneurisma adrtico toracico
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Se Selenio
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SOD Superoéxido dismutasa
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TEMED N,N,N’N’-tetrametiletilendiamina
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TGFBII Factor de crecimiento transformante beta Il

TGFBRI Factor de crecimiento transformante del receptor beta |
TGFBRII Factor de crecimiento transformante del receptor beta Il
TROLOX Acido 6-hidroxi-2-5-7-8-tetrametilcroman-2-carboxilico

Zn Zinc



Dedicatoria.
A mis padres y hermanos

Martha Galindo Ayala y Willevaldo Diaz Tecpa, Miguel Diaz Galindo y Jeovanni Diaz Galindo
sin ustedes no habria podido llegar hasta aqui.

A Patricia Baeza Capetillo e Idalia Pérez Torres.

A Gabriela Ugalde Fuentes, por ser parte de esta travesia, a la ayuda, las palabras de aliento y
estar ahi en los momentos dificiles



Agradecimientos

Al Doctor Israel Pérez Torres por abrir las puertas de su laboratorio para poder llevar a cabo
mi trabajo de tesis, a las ensefanzas, al tiempo invertido en mi persona y por todo lo
aprendido.

Ala Doctora Maria Elena Soto Lépez por asesorarme y facilitarme las muestras de aorta de los
pacientes con Loeys-Dietz y controles.

Al Doctor Alberto Aranda Fraustro por la ayuda en los métodos histologicos y en su
interpretacion.

A la Doctora Alejandra M. Zuniga Mufoz por brindarme el apoyo y asesoramiento en el
laboratorio... jgracias!



RESUMEN
El sindrome Loeys-Dietz, presenta caracteristicas que lo relacionan con el sindrome de

Marfan. El sindrome Loeys-Dietz es causado por mutaciones en los genes que codifican

al factor de crecimiento transformante beta-2, a sus receptores de tipo I, Il y al SMAD3.

La caracteristica de este sindrome es la presencia de aneurismas en 98% de los casos,
estos presentan alto riesgo de diseccién 6 rotura, siendo la principal causa de muerte. Por
otra parte, la via de senalizacién de SMAD3 esta implicada en la formacion de aneurismas

por estrés oxidante.

En el sindrome de Marfan y algunas de sus variantes se ha descrito la participacién del
estrés oxidante en el desarrollo de aneurisma aodrtico toracico. Sin embargo, en el

sindrome Loeys-Dietz no hay nada descrito al respecto.

Objetivo: analizar algunas de las enzimas antioxidantes en la aorta toracica de pacientes

con sindrome Loeys-Dietz.

Material y metodos: cinco pacientes con Loeys-Dietz (3 hombres y 2 mujeres) con
edad mediana de 18 min-max (13-38 afios) fueron evaluados por un reumatdlogo vy
cumplian con el criterio segun la clasificacion de Ghent’s y cinco sujetos (3 hombres y 2
mujeres) con mediana de edad 44 min-max (58-72 anos) sin enfermedad aortica fueron
utilizados como controles. Los segmentos de aorta toracica de los Loeys-Dietz y control
fueron obtenidos mediante cirugia de Bentall y Bono y por cambio valvular aértico
respectivamente. Las muestras de aorta se homogeneizarébn con amortiguador de
sacarosa pH 7.35. La actividad de las enzimas glutation reductasa, glutation-S-transferasa
y glutation peroxidasa se analizaron por espectrofotometria. La actividad de catalasa,
superoxido dismutasa cobre-zinc y manganeso se cuantificaron por geles nativos de
poliacrilamida. La expresién de la sintasa de 6xido nitrico endotelial fue determinada por
inmunotransferencia y la lipoperoxidacion, sistema antioxidante no enzimatico, glutation
reducido y glutation oxidado se analizarobn por espectrofotometria. Los cambios
estructurales de las aortas se valoraron mediante las tinciones histologicas de

hematoxilina-eosina, Masson o Weigert.

Resultados: El sistema antioxidante no enzimatico, las enzimas glutation peroxidasa,
glutation-S-transferasa y la relacion glutation reducido/glutation oxidado, presentardn

disminucion significativa en el grupo Loeys-Dietz en comparacién con el grupo control.

10



Las enzimas superdxido dismutasa cobre-zinc, superoxido dismutasa manganeso y
glutation reductasa aumentaron significativamente en Loeys-Dietz en comparacion con el
control, en cuanto a la catalasa, y la sintasa de Oxido nitrico endotelial mostrarén
tendencia a disminuir sin alcanzar significancia en el grupo Loeys-Dietz en comparacion
con el grupo control, la lipoperoxidacion tendié a incrementarse sin ser significativo en el
grupo Loeys-Dietz en comparacion con el grupo control. La histologia de los aneurismas
de los pacientes con Loeys-Dietz mostré necrosis quistica, fragmentacion vy
engrosamiento de las fibras elasticas en la tunica media, en comparacién con el grupo

control.

Conclusiones: En los pacientes con LDS, el dafio estructural del aneurisma aodrtico
toracico ocasiona disfuncién endotelial, que conduce al incremento en la actividad de las
enzimas SOD Cu-Zn y -Mn. Esto aumenta la formacién de ERO, las cuales no son
eliminadas, ya que la actividad de la CAT y GPx estan disminuidas, lo que favorece que el
indice GSH/GSSG disminuya, limitando la actividad de la GPx y GST que utilizan al GSH

como sustrato.

El incremento de la GSSG-R no restablece la concentracién del GSH lo que se refleja en
la disminucion de la capacidad antioxidante total y el aumento de la LPO que favorece a
las ERO
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INTRODUCCION
Los pacientes marfanoides tienen semejanza clinica con los del sindrome de Marfan (SM)

pero no tienen todos los criterios del diagnésticos. Entre las enfermedades con habito
marfanoide  encontramos el fenotipo MASS, (mitral-valve-aorta-skeleton-skin),
homocistinuria, sindrome de Beals-Hecht, sindrome de Stickler, sindrome de Ehlers-
Danlos, sindrome de Shprintzen-Goldberg, sindrome de Achard y sindrome Loeys-Dietz
(LDS) (Avifia, 2011; Soto, 2014).

Sindrome Loeys-Dietz
El LDS es descrito por primera vez en 2005 por Bart Loeys y Harry Dietz, (Wellbrock,

2014), es una enfermedad autosémica dominante debida a las mutaciones en los genes
que codifican al factor de crecimiento transformante del receptor beta | (TGFBR1 siglas en
inglés) (Aalberts et al., 2008; De Leodn, 2008), ubicado en el cromosoma 9g22.33, al factor
de crecimiento transformante beta del receptor tipo Il (TGFBR2, siglas en inglés) ubicado
en el cromosoma 3p24.1, al SMAD3 (cromosoma 15g22.33) y al factor de crecimiento
transformante, beta-2; (TGFB2 siglas en inglés) ubicado en el cromosoma 1qg41
(MacCarrick et al. 2014).

El sindrome se caracteriza por facies inusuales, dolicocefalia, craneosinostosis,
hipertelorismo, hipoplasia malar, paladar arqueado, Uvula ancha o bifida, retrognatia,
deformidad del esternén, que puede ser excavatum o carinatum, escoliosis, laxitud
articular, ectasia dural, dedos largos pero sin sobre crecimiento dseo, contracturas, pie
equino, piel translucida, problemas de aprendizaje (Avifia, 2011), complicaciones durante
el embarazo, tal como la ruptura uterina y muerte (Soto et al., 2014). Los pacientes con
LDS tienen una fuerte predisposicién a la tortuosidad arterial (Maleszewski, 2009),
ademas los aneurismas de aorta son muy frecuentes, apareciendo en el 98% de los casos
a edad temprana, se caracterizan por alto riesgo de disecciéon &6 rotura, incluso con
diametros menores a 5 cm. Hasta el 53% de los pacientes desarrollan aneurismas en
otras localizaciones (Ramirez, 2012), otros hallazgos cardiovasculares recurrentes
incluyen al conducto arterioso persistente, defectos del tabique ventricular y la valvula
aortica bicuspide. Aunque todos estos hallazgos pueden presentarse en la poblacion
general, la incidencia en LDS excede por lo menos cinco veces la observada (Loeys,
2008).
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En la primera descripcion de LDS, se hicieron hallazgos histolégicos similares a los
observados en aortas de pacientes con SM, tanto en la perdida de contenido y desorden
de fibras elasticas, como en el aumento de la deposicion de colageno, sin embargo en
descripciones mas recientes los LDS presentan un grado mayor en los parametros antes

mencionados (Loeys et al., 2005).

Morfologia de la aorta
De acuerdo con las diferencias funcionales, grosor y las caracteristicas de la tunica

media, las arterias pueden clasificarse en tres grandes grupos:

Las arterias elasticas; son de conduccion, tienen el mayor grosor y estan cercanas al
corazén. Las arterias musculares, se encargan de la distribucion y por ultimo las arteriolas
(Welsch, 2006). Las arterias elasticas son: la aorta, el tronco pulmonar, carétida, subclavia
y coronarias (Kassck, 2003), las cuales poseen laminas fenestradas en su pared, el tejido
de las arterias se nutre desde la luz por pequefos vasos que entran en la pared, estos

ultimos irrigan por lo menos la mitad externa de la pared arterial (Welsch, 2006).

La pared de las arterias y venas esta constituida por tres capas concéntricas llamadas
tunicas: intima, media y adventicia, (Fortoul y Castell, 2010). La figura 1 muestra las

diferentes capas de la aorta.

intima Media Adventicia

Endotelio

Figura 1. Corte transversal de la aorta toracica.

La tunica intima, estad compuesta por el endotelio, la ldmina basal y una capa delgada de
tejido conjuntivo laxo, ademas de algunas células musculares lisas y fibras de colagena

finas, asi como algunas fibras elasticas con proporcion elevada de microfibrillas. Con
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frecuencia, la tunica intima se altera a causa de procesos patologicos y puede contener
macrofagos repletos de lipidos. Las células endoteliales estan unidas por zonulae
occludentes y nexos aislados, el remplazo de estas células ocurre con lentitud

aproximadamente cada 30 afios (Welsch, 2006).

La tunica media, esta compuesta por laminas o membranas fenestradas de elastina entre
las que se ubican células musculares lisas de disposicion mas o menos circular, fibrillas
de colagena, proteoglicanos y células musculares lisas de curso longitudinal. El sistema
de laminas elasticas es complejo, sus fenestraciones y poros son de diametro variable y
las laminas tienen formas diversas, estan unidas por fibras elasticas finas, la cantidad de
musculo liso es claramente menor que en las arterias de tipo muscular. Las células
musculares lisas pueden estar ramificadas y se vinculan tanto con la colagena como con
el sistema elastico, no sélo son elementos contractiles sino que también producen
elastina, colagena y proteoglicanos (Kassack, 2003; Welsch, 2006 ). Las alteraciones en
la estructura de la tdnica media pueden producir pérdida de la elasticidad vascular, factor

fundamental en la patogenia del aneurisma (Kuzmik, 2012).

Por ultimo, la tunica adventicia es relativamente delgada y estda compuesta por
fibroblastos, fibras de colagena de trayecto principalmente longitudinal y una red laxa de
fibras elasticas (Kassack, 2003; Welsch, 2006).

Aneurisma adrtico toracico
Aunque la prevalencia del aneurisma adrtico toracico (AAT) es probablemente mas baja

que la del aneurisma de aorta abdominal (AAA), los AAT pueden contribuir como
componente importante de la enfermedad vascular debido a su naturaleza particularmente
letal (Kuzmik, 2012).

El impresionante descubrimiento de patrones familiares y nuevos loci genéticos para los
AAT desafia la idea de que la mayoria sea simplemente esporadica. Aunque la aorta
crece de forma indolente, su tasa de crecimiento y su didametro tienen importantes
implicaciones clinicas. Los estudios biomecanicos han apoyado hallazgos clinicos de 6,0
cm como umbral peligroso. Mas del 95% de los casos son asintomaticos, es decir, la
mayoria de los AAT no se detectan. La extirpacion quirurgica de los AAT es actualmente
el pilar del tratamiento eficaz, la reparacion endovascular es cada vez mas comun vy la

seguridad a largo plazo no se ha comprobado (Kuzmik, 2012).
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Series clinicas recientes en los patrones mendelianos en familias de pacientes AAT han
revelado que el 21% tienen al menos un miembro de la familia con aneurisma de algun
tipo; muchos mas miembros de la familia probablemente albergan aneurismas
desconocidos no diagnosticados. De estas formas familiares, el 77% se hereda de forma

autosomica dominante con expresividad variable (Ramirez, 2012).

Los AAT también pueden ocurrir como parte de sindromes genéticos complejos,
incluyendo el SM (el mas comun), el sindrome de Ehlers-Danlos, LDS y el sindrome de
Turner. El promedio de dilatacion del aneurisma de aorta ascendente es de 0.10 cm por

afno, mientras que los AAT descendente crecen alrededor de 0.29 cm (Boileau, 2014).

Las aortas de pacientes con SM crecen a 0.1 cm / afo, mientras que los AAT del
sindrome LDS especialmente maligno puede crecer mas de 1,0 cm / afo, lo que les
puede ocasionar la muerte. Se ha descrito que en el desarrollo de los AAT hay presencia
de disfuncion endotelial y disminucion en la sintesis del 6xido nitrico (NO por sus siglas en
inglés) (Kuzmik, 2012).

Disfuncién endotelial
En el sistema vascular de los mamiferos, el endotelio es la Unica estructura anatémica

que responde de forma directa a las fuerzas fisicas del flujo sanguineo. Entre las
principales funciones del endotelio puede mencionarse su participacién en el balance de
mediadores inflamatorios y anti-inflamatorios, asi como en la regulacién del tono vascular.
Uno de los principales factores para la pérdida de este equilibrio regulador es la alteracion

en la produccion de NO que caracteriza la disfuncién endotelial (Torres, 2009).

La produccion basal de NO en la célula endotelial es principalmente a través de la
activacion de la sintasa de 6xido nitrico endotelial (eNOS), la cual depende de gradientes
2+, . . o L L
de Ca intracelular, una vez activada, cataliza la oxidacién enzimatica del aminoacido L-
arginina a L-citrulina, teniendo como subproducto de reaccion al NO. En este proceso

catalitico, participan cofactores como el NADPH vy la tetrahidrobiopterina (Torres, 2009).

Cuando el substrato de la sintesis de NO, es insuficiente, la transferencia de electrones se
desvia al O, y se forman aniones superdxido (O2) y peroxido de hidrégeno (H203), las
cuales son altamente reactivas y dafian a la membrana celular (Meaney, 1999). Ademas

el desacoplamiento de la eNOS, produce Oz y NO simultdneamente, bajo esta
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circunstancia, la eNOS puede convertirse en generadora de peroxinitrito, (ONOO") (Cai,
2000).

Estrés Oxidante
Una vez superados los mecanismos antioxidantes del organismo, es imposible inactivar la

reactividad quimica de las especies reactivas de oxigeno (ERO) presentandose el estado
metabdlico de estrés oxidante (EOx), el cual se define como el desequilibrio entre los
sistemas oxidantes y los antioxidantes. Con el fin de considerar la intensidad y el grado de
afectacion en la salud, el proceso de EOx puede dividirse en tres etapas o niveles de
progresion o intensidad (adaptacién, agudo y crénico), tomando en consideraciéon las
caracteristicas del dafio estructural y funcional ejercido como consecuencia de la
reactividad de las diferentes ERO, asi como el tiempo de exposicién a las mismas y las

evidencias de modificaciones en los procesos bioldgicos (Hicks, 2006).

El deterioro celular producido por el EOx es responsable de diversas enfermedades
cronico degenerativas, como el Alzheimer, Parkinson, enfermedad de Huntington, lesién
cerebral hipertensiva, distrofia muscular, esclerosis multiple, cancer, degeneracion de la
retina, enfermedades autoinmunes, artritis reumatoide, diabetes, sindrome metabdlico,
anomalias cardiovasculares, hipertension, trastornos nefrolégicos, enfisema pulmonar,
infarto, anemia, hepatitis, pancreatitis, envejecimiento prematuro, disfuncion endotelial y
dermatitis, entre otras (Martinez, 2005; Delgado, 2010; Pisoschi, 2015).

Especies Reactivas de Oxigeno
Las ERO pueden oxidar de manera directa y dafiar al ADN, proteinas, lipidos de

membrana e inactivar a las enzimas antioxidantes, ademas de aumentar la expresion de
genes proinflamatorios e inducir dafo celular y apoptosis (Fletcher, 2015).

Si bien el oxigeno es imprescindible para el metabolismo y las funciones del organismo,
no se deben olvidar los muchos efectos téxicos que posee (Venero, 2002).

El término ERO se aplica colectivamente a las moléculas radicales y no radicales que son
agentes oxidantes (Avello, 2006). Las ERO son moléculas quimicamente reactivas
derivadas del oxigeno, englobando también a los radicales libres (RL) y a otras especies
no radicales que pueden participar en reacciones que llevan a la elevacién de agentes pro

oxidantes, entre ellas se encuentran:

- Peréxido de hidrogeno (H202)
- Oxigeno singlete ('0,)
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- Peroxilo (R-00)

- Semiquinona (Q)

- Hipoclorito (OCI-) (Venero, 2002; Chirino, 2006; Hernandez, 2009;Cai, 2010;Rahal,
2014).

Radicales Libres
La mayor parte de los compuestos quimicos de importancia bioldgica estan formados por

atomos unidos por enlaces covalentes, en estos enlaces dos atomos comparten un par de
electrones en el ultimo orbital molecular y cada electrén muestra rotacion o giro opuesto a
su par. En las células se llevan a cabo reacciones quimicas que rompen estos enlaces de
manera heterolitica, haciendo que una de las partes conserve dos electrones y la otra
tenga deficiencia de dos electrones, lo cual genera compuestos estables nucleofilicos o
electrofilicos respectivamente, que son los aniones y cationes. Sin embargo, algunas
reacciones quimicas, la radiaciéon electromagnética y otros factores, pueden romper estos
enlaces de forma homolitica, proceso después del cual cada parte conserva un solo

electréon que estara desapareado, generandose asi los RL (Quintanar, 2009).

En sentido estricto los RL representan cualquier especie quimica de existencia
independiente que poseen un electron desapareado, girando en su orbital atémico
externo. Esta configuracion electroquimicamente inestable, les confiere la propiedad de
ser una especie quimica altamente agresiva y de vida corta, por lo que actuan cercano al
sitio en que se forman (Pérez, 2000; Chihuailaf, 2002; Venero, 2002).

Diversos autores han clasificado a los RL de acuerdo con el grupo funcional presente. El
tipo mas frecuente es el RL de oxigeno, en cuya estructura esta presente como centro
funcional. De menor preponderancia son los radicales tioles, que se caracterizan por
contener azufre como grupo reactivo, otros RL descritos contienen nitrdgeno, carbono,

fosforo.

El grupo de RL de oxigeno esta constituido por anién radical Oz, hidréxido (-OH), radical
hidroperoxilo (HO2-), RO2-, y radical alcoxi (RO-), especies radicales que son de interés
biologico (Chihuilaf, 2002; Martinez, 2005). Estos radicales se generan en las células
fundamentalmente por reacciones con transferencia de electrones, estos pueden ser
mediados por la accién enzimatica o producirse sin la intervencion de enzimas, a menudo
con la colaboracion de iones metalicos de transicion como hierro, cobre reducidos

(reacciones de Fenton y Haber Weiss, respectivamente) (Martinez, 2005).
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La vida media biolégica de los RL es de microsegundos, a pesar de esto, pueden

reaccionar rapidamente con todo lo que esté a su alrededor, provocando dafio a

macromoléculas y a estructuras celulares como las membranas. Los RL tienen diferente

vida media, siendo siempre bajas pero suficientes para difundir y actuar en organelos o

células vecinas (Quintanar, 2009).

Fuentes de Produccion de Especies Reactivas de Oxigeno
Estas especies se generan continuamente en las células aerdbias a través de multiples

vias y procesos entre ellos estan:

Mitocondria: Durante el metabolismo aerdbico normal, las mitocondrias son
importante fuente de ERO, consumen oxigeno molecular y lo reducen
secuencialmente hasta producir agua. Una pequefia fraccion del oxigeno se
metaboliza via reduccidén univalente y los inevitables productos intermedios de
esta son; Oy, H20O2, -OH, (Rahal, 2014) y a través del desacoplamiento o fuga de
electrones provenientes de los complejos | y |l mitocondriales de la cadena
respiratoria (Hernandez, 2009).

NAD(P)H oxidasas: Neutréfilos, monocitos, macréfagos, fibroblastos de la tunica
adventicia, células de musculo liso vascular y endoteliales contienen NADPH
oxidasas asociadas a la membrana plasmatica, estas enzimas utilizan NADH o
NAD(P)H como donadores de electrones para generar Oz (Ceballos, 2006)

eNOS: Es un homodimero, cada mondmero esta constituido por un dominio de
reductasa (con sitios de enlace para NADPH, FAD Y FMN,) y por un dominio
oxigenasa (conteniendo Zn, tetrahidrobiopterina, hemo y L-arginina) que estan
unidas por una regién a la que se enlaza la tetrahidrobioterina, la eNOS puede
desacoplarse y reducir O, en lugar de transferir electrones a la arginina,
generando O2 (Ceballos, 2006), esta enzima tiene un papel dominante en las
enfermedades cardiovasculares (Yang, 2010).

Peroxisomas: Contienen acil-coA oxidasa, dopamina-p-hidroxilasa, urato oxidasa y
otras, generan H>O2 como producto intermedio.

El citocromo P-450: Constituye una defensa primaria contra varios xenobidticos y
sustancias enddégenas que aumentan la produccion de RL (Rahal, 2014).
Xenobidticos: el paracetamol, el tetracloruro de carbono, la furosemida, el humo de

cigarrillos y la radiacién solar, producen RL (Venero, 2002).
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e Metales de transicion: El Fe** y Cu* son catalizadores fuertes para reacciones de
oxidacioén en la presencia de hidroperoxidos.
e Oftros oxidantes: A los radicales lipoperoxilo se les propone como los principales

mediadores de la peroxidacion lipidica (Ceballos, 2006).

Especies reactivas de nitrogeno
Las especies reactivas de nitrogeno (ERN) se producen principalmente en reacciones

metabdlicas en el citosol, especialmente en las células endoteliales de los vasos

sanguineos y como producto de la accién de la familia de las sintasas del éxido nitrico.

Las ERN, fueron inicialmente descritas como responsables del proceso de contraccion de
las células del musculo liso en los vasos sanguineos y actualmente han sido involucradas

en los procesos de regulacién del metabolismo de las neuronas (Gutiérrez, 2006).

Entre las ERN se encuentran; el NO y el diéxido nitrico (NOz). EI NO radical de
importancia fisiolégica esencial en funciones biolégicas complejas como la
neurotransmisién y neurorregulacion del sistema nervioso, asi como en procesos de
agregacioén plaquetaria y coagulacion sanguinea, con el oxigeno genera NO; y con el Ox
forma ONOO- (Quintanar, 2009), el cual puede oxidar diversas moléculas. EI ONOO"
puede descomponerse en radicales -OH independientemente de la presencia de metales
de transicion. La forma protonada del peroxinitrito (ONOOH) es un fuerte agente oxidante,
el cual consume a los grupos sulfhidrilos, ocasiona dafio oxidativo en varias biomoléculas,
actuando de forma similar al -OH. También es responsable de rupturas de ADN, oxidacién

de proteinas y nitracion de aminoacidos aromaticos (Pisoschi, 2015).

Sintasas de 6xido nitrico
La familia de las sintasas de NO esta formada por tres isoformas; Neuronal (nNOS), NOS

inducible (INOS) y NOS endotelial (eNOS). EI gen NOS1 codifica a la nNOS, cuya
importancia cardiovascular es menor, pues la enzima se produce en el musculo estriado
pero no en los miocitos cardiovasculares. También se encuentra en las terminaciones
nerviosas de las fibras colinérgicas y adrenérgicas, en epitelios y en el sistema de
conduccion cardiaco. Por su parte, el gen NOS2 codifica la iNOS, se localiza en
macrofagos, fibroblastos, endotelio, miocitos vasculares y cardiacos. Se le llama sintasa
inducible porque solo se expresa en las células que han sido activadas previamente por
diferentes citocinas (Meaney, 1999). La iNOS genera altos niveles de NO que promueven

el EOx (Starke, 2013).
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Finalmente el gen NOS3 codifica a la eNOS, que es producida en el endotelio. A
diferencia de la iINOS, la eNOS es expresada en forma constitutiva, es decir sin que las
células que la producen tengan que ser activadas por citocinas. Por ello, la eNOS realiza
las funciones normales del endotelio. Las ERO reaccionan con el NO, lo que tiene
primordial importancia para comprender los procesos oxidativos que se lleva a cabo en la

pared vascular y las acciones contra reguladoras de los antioxidantes (Meaney, 1999).

Papel Fisioldgico de las Especies Reactivas de Oxigeno
Ha sido descrito que en bajas concentraciones las ERO se relacionan con algunas

respuestas celulares a agentes patdégenos (bacterias, protozoos, virus), ademas de la
funcién de numerosos sistemas de senalizacién celular asi como respuesta mitogénica,
sintesis de colageno, sintesis de prostaglandinas, disminucion de la sintesis de
catecolaminas, modificaciones de las biomembranas y favorecen la quimiotaxis (Venero,
2002; Echeverri, 2010).

Dafio a Moléculas Bioldgicas
Por otra parte, las ERO a altas concentraciones ocasionan dano a los acidos nucleicos,

proteinas y a los fosfolipidos de la membrana celular. La interaccién de las ERO con estas
moléculas producira en ellas modificacién estructural, que se traducira en alteracion
funcional de importancia bioldgica con consecuencias irremediables a corto, mediano o

largo plazo (Paredes y Roca, 2002; Echeverri, 2010; Cruz, 2011).

Lipidos

Lapperoxidacic'm lipidica (LPO) es la oxidacion en cadena de los lipidos poliinsaturados
originada por RL, esta reacciéon forma un radical lipidico que después, puede reaccionar
con el oxigeno para originar el R-OO. Este a su vez puede reaccionar con otros acidos
grasos de la membrana, formando otros radicales lipidicos, transformandose el mismo en
hidroperéxido (R-OOH). El R-OOH, en presencia de varios complejos metalicos, se puede
descomponer en mas radicales, incluyendo entre ellos al ‘OH, lo que provoca un
fendmeno de expansién del dafio y propagacion de la peroxidacion.

En ausencia de iones metalicos los R-OOH se pueden acumular en la membrana y con
esto alterar su funcion. También se pueden transformar en hidrocarburos volatiles,
alcoholes o aldehidos como el 4-hidroxinonenal (4-HNE) y malondialdehido (MDA) entre
otros (Chihuailaf, 2002), los cuales se difunden lejos del lugar donde se originaron,
ocasionando danos a otras macromoléculas. Dentro del proceso de la LPO, los RL que se

forman pueden causar también dafo a las proteinas de la membrana celular (Quintanar,
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2009).

Proteinas
Las proteinas, péptidos y aminoacidos también constituyen un blanco para las ERO, su

accién es menos dramatica en comparacion de los lipidos, debido al lento progreso de las
reacciones. La accion de las ERO sobre las proteinas se ejerce sobre los enlaces
insaturados, los anillos aromaticos de los aminoacidos y los grupos tiol. De esta forma,
proteinas ricas en determinados aminoacidos (triptéfano, tirosina, fenilalanina, histidina,
metionina y cisteina) pueden sufrir modificaciones estructurales y funcionales. Los grupos
sulfhidrilo pueden ser transformados en puentes disulfuro, lo que produce inactivacién
enzimatica (Zorrilla, 2002). Los productos del dafo oxidativo de proteinas son la

formacion de H.O, y carbonilos (Chihuailaf, 2002).

Acido Desoxirribonucleico
Los dafios en el ADN pueden provocar la detencion del ciclo celular (arresto celular),

induccion de la transcripcion, estimulo de vias de sefializacion, errores en la replicacién e
inestabilidad gendmica, procesos asociados con la carcinogénesis y oxidacion del
genoma. Se sabe que el daino oxidativo sobre el ADN producido especificamente por el
‘OH, conduce a diversas modificaciones, principalmente en la desoxirribosa, provocando
una liberacion de las bases nitrogenadas que se encuentran unidas a este azulcar,
(Delgado, 2010) esto produce la fragmentacion de una o ambas cadenas ocasionando
deleciones que dan como resultado mutaciones, reordenamientos cromosomicos,
activacion o inactivacion de genes, fragmentacion de cadena sencilla y en el momento de
la replicacién esta fragmentacidon influye en la erosién telomérica acelerando el
acortamiento (Venero, 2002; Echeverri, 2010). Ademas, si los sistemas de reparacién del
ADN son superados, por el EOx se puede inducir el proceso de apoptosis, cuando la
reparacion es imposible o el dafio fue extensivo, estas modificaciones pueden conducir a

la mutagénesis y carcinogénesis (Lee, 2004; Quintanar, 2009).

Sistema antioxidante
Para aminorar el dafo producido por las ERO, las células tienen un sistema antioxidante

capaz de estabilizar a los RL y neutralizar sus efectos, entres las enzimas antioxidantes
estan; la superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation-S-transferasa (GST),
glutation peroxidasa (GPx), glutation reductasa (GSSG-R), entre otras. Ademas de un
complejo de moléculas antioxidantes como la vitamina C, vitamina E, polifenoles y el

glutation (GSH).
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Glutation
Por otra parte, una de las moléculas antioxidantes es el GSH que consiste del tripéptido

formado por los aminoacidos: acido glutamico, glicina y cisteina (Glu-Gly-Cys), tiene un
enlace y-glutamilo y un grupo tiol libre. El primer enlace impide que el GSH sea
hidrolizado por las a-peptidasas. El segundo hace que el GSH sea extraordinariamente
reactivo con otras sustancias (Cisneros, 2011). Tiene importantes funciones como
antioxidante, es parte de la detoxificacion de xenobidticos, cofactor para las reacciones de
isomerizacion, almacenamiento y transporte de cisteina, proliferacion celular y participa en
la apoptosis, ya que la disminucién de la cantidad de GSH es permisiva para la activacion
de caspasas. Una funcion muy importante del GSH es mantener el potencial de 6xido-
reduccion de la célula, ya que mantiene en estado reducido los grupos tiol de las
proteinas y asi permite la generacion de diversas cascadas de sefalizacidon intracelular.
(Martinez, 2006).

Durante la detoxificacion de las ERO, el GSH esta involucrado en dos tipos de reacciones:
la interaccidn no enzimatica con radicales como el anién Oz, NO-, vy radical - OH. Otra
forma es proporcionando un electrén para la reduccién de H.O- en la reaccién catalizada
por la GPx. El producto final de la oxidaciéon de GSH es el disulfito de glutation (GSSG,
constituido por dos moléculas de GSH unidas por un puente disulfuro) el cual es
regenerado por la GSSG-R enzima que transfiere electrones del NADPH al GSSG,
reduciendo esta molécula. Durante las reacciones catalizadas por la GPx y la GSSG-R el
GSH no es consumido, pero es reciclado y asi puede de nuevo ser utilizado cuando se
requiera. Por otro lado, durante la generacion de conjugados S-GSH por la GST o por la
liberacion de GSH, el nivel total de GSH disminuye dentro de la célula. Por lo tanto, el
GSH utilizado para esos procesos tiene que ser reemplazado por sintesis de novo
(Martinez-Samano, 2011).

Enzimas antioxidantes

Superoxido dismutasa
La SOD, tiene importantes funciones antioxidantes en la conversion de radicales O» en

H20, y O, seguida de degradacién adicional del H2O; el cual es facilmente metabolizado
a agua mediante CAT y GPx. Se han descrito tres isoformas de SOD en humanos, que
incluyen a la SOD1: SOD cobre-zinc (SOD Cu-Zn), la SOD2: SOD Manganeso (SOD-Mn)
y la SOD3: SOD Extracelular (EC-SOD) (Vargas, 2009).
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La SOD Cu-Zn es un homodimero encontrado en el citosol del medio intracelular, la SOD-
Mn se sintetiza en el citosol antes de transportarse a las mitocondrias, donde el
homotetramero activo es para neutralizar los RL producidos durante el metabolismo
aerobio su expresion es inducida por estimulos mecanicos, quimicos y biolégicos como el
choque térmico, radiaciones ultravioleta, metales pesados y EOx, por ultimo la EC-SOD

es un tetramero encontrado de modo exclusivo en dominios extracelulares (Cota, 2014).

Catalasa
La CAT, es una enzima antioxidante en la defensa del organismo contra el EOx, se

encuentra dentro de los peroxisomas de las células y el citoplasma de los eritrocitos. Se
expresa en todos los tejidos, mayormente en el higado y los rinones. La CAT consiste en
cuatro subunidades idénticas que contienen en el sitio catalitico un grupo hemo (Peraza-
Reyes 2008), a diferencia de otras enzimas que requieren de sustrato reducido, las
catalasas dismutan el H.O» en agua y dioxigeno evitando que se forme el radical -OH y
0, (Diaz, 2003)

La CAT contiene moléculas de NADPH y se caracteriza por su alta capacidad de reaccion
pero poca afinidad al sustrato. Tiene dos funciones, catalitica y peroxidativa. En la
reaccion catalitica utiliza como donadores a otras moléculas de H;O, (Cota, 2014), en la
reaccion peroxidativa utiliza como donadores de hidrogeno al metanol, etanol, acido
férmico, fenol y formaldehido. La primera reacciéon tanto del mecanismo catalitico como
peroxidativo es heterdlisis o rompimiento de los enlaces oxigeno-oxigeno, en la reaccion
catalitica se transfieren dos electrones de la enzima a un oxigeno para formar agua
(Peraza-Reyes 2008).

Glutatién peroxidasa
La GPx es el nombre genérico de un grupo de isoenzimas que poseen una triada

catalitica compuesta de selenocisteina, glutamina y triptéfano; se conocen cuatro enzimas
mayoritarias en los tejidos de los mamiferos, son dependientes de selenio, catalizan la
reduccion de H,O, y también la reduccion de lipoperdxido, utilizando GSH como agente
reductor (Lubos, 2011; Cota, 2014). Tres de ellas son tetraméricas (GPx-1, -2 y -3) y una
monomeérica (GPx-4), GPx-1 es citosélica, GPx-2 gastrointestinal, GPx-3 plasmatica y
GPx-4 de hidroperoxidos de fosfolipidos (Cota, 2014).

La capacidad reductora de las GPx se basa en altas concentraciones de GSH. Durante el
mecanismo catalitico de la GPx el selenol reacciona con el perdxido para dar acido

selénico, aqui es donde se une el primer GSH formando agua y la conjugacion de
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proteina Se-SG, se enlaza a un segundo GSH produciendo Se-GH mas H* y el GSSG. El
GSSG formado durante la reaccion es reducido por la enzima GSSG-R utilizando NADPH
como cofactor, (Cardenas- Rodriguez et al., 2008).

Todas las isoformas de GPx pueden reducir el H.O», perdxidos de alquilo, hidroperdxidos
de acidos grasos, sin embargo, GPx-4 también reduce hidroperdxidos en lipoproteinas y
lipidos complejos tales como los derivados de ésteres de colesterol, colesterol y
fosfolipidos (Zuluaga, 2012).

Glutation-S-transferasa
La familia de las GST son multifuncionales localizadas en el citosol, las mitocondrias y la

membrana celular. Son enzimas de desintoxicacién fase Il que mediante conjugacion con
el GSH, metabolizan xenobidticos, contaminantes, y los subproductos del EOx,
(Galleguillos, 2012). Esta enzima cataliza la conjugacién del grupo sulfhidrilo entre el
grupo tiol del GSH y gran numero de especies electrofilicas en sustratos hidrofébicos.
Esta conjugacién aumenta la solubilidad del producto facilitando su excrecion de la célula
(Vararattanavech, 2003)

Glutation reductasa
La GSSG-R es homodimérica compuesta por dos unidades idénticas entre si unidas por

un puente disulfuro. El sistema antioxidante GPx y GSSG-R esta relacionado con otros
sistemas antioxidantes como la SOD/CAT. Se ha observado que ambos sistemas no
actuan a la par, la CAT actua en presencia de altas concentraciones de H.O, y a bajas
concentraciones actua la GPx. La actividad de la CAT y de la GPx esta inversamente

correlacionada, mientras que la CAT y GSSG-R presentan correlacion positiva.

La GSSG-R permite mantener concentraciones de GSH en la célula no solo para ser
utilizado por la GPx en la eliminacion del H2O,, este GSH es de utilidad en la recuperacion
de las vitaminas C y E luego de participar en la eliminacion de RL generados in situ 0 a

distancia

Antecedentes de Estrés oxidante en Sindrome de Marfan
La incidencia del SM es de 1 caso por cada 5,000 habitantes, es una enfermedad

compleja causada por multiples factores, por lo tanto, es posible que el exceso de la
produccion de las ERO sea factor que contribuya a la degeneracion de la pared arterial,

disfuncion endotelial y formacion de aneurisma adrtico (Ramirez, 2012).
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Por otro lado, las ERO activan a las metaloproteasas de la matriz, esto implica extensa
degradaciéon de la matriz extracelular (Fiorillo, 2010) que se caracteriza por el
debilitamiento y dilatacion localizada de la pared aodrtica lo que sugiere su participacion en

la patogénesis de los aneurismas adrticos (Ejiri, 2003).

Por otra parte, resultados obtenidos recientemente en nuestro laboratorio indican que en
pacientes con SM la actividad de la expresion de las enzimas que utilizan GSH estan
disminuidas al igual que el FRAP (poder antioxidante de reduccion ferrica) y el indice de
LPO incrementado, mientras que en suero se encontré que el FRAP esta disminuido y la
carbonilacion incrementada. Por otro lado, el mecanismo por el cual se producen las ERO
que contribuyen al dafio aortico en el SM no esta bien definido. Sin embargo, se ha
observado que la expresion de la enzima iINOS esta incrementada al igual que los nitratos
y nitritos, lo que indica que parte del dafo oxidativo de estos individuos también es
causado por ERN (Soto, 2014). Asi mismo, en modelos animales se ha observado que la
expresion de las enzimas precursoras del Oy, xantina oxidasa y NADPH oxidasa estan
incrementadas al igual que la expresion de la INOS que es precursora del NO en el
proceso de inflamacién. La tasa de reaccion existente entre el NO y el Oy es tres veces
mayor que la tasa de reacciéon entre el O, y la SOD, esto promueve la formacion del
ONOO" y su acumulacién dentro de la célula, lo que incrementa el dafo celular por
oxidacion (Yang, 2010).

Ademas, recientemente surgieron evidencias sobre el papel del TGF-f, el cual altera la
via de sefializacion y participa en la patogénesis del SM. Se conoce que la matriz
extracelular regula la activacion y disponibilidad del TGF-f debido a que existe defecto o
deficiencia de fibrilina-1, la matriz extracelular produce mayor liberacion y activacion de
TGF-B, y se ha descrito que el Smad-dependiente y el ERK dependiente no candnico de
la via de sefalizacién de TGF-f contribuyen al desarrollo del aneurisma de la raiz adrtica
en modelos de raton con SM (Wilton, 2007).
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JUSTIFICACION
Dado que hay gran numero de sindromes similares al de SM, se requiere hacer el

diagnéstico diferencial temprano que permita el pronto manejo de los enfermos y asi
evitar graves complicaciones.

En el LDS, variante del SM, las caracteristicas principales son: la presencia de
aneurismas cerebrales, de aorta toracica y abdominal, siendo esta la principal causa de
muerte. Publicaciones anteriores en los aneurismas del SM, indican que el EOx participa
en la patogenia del tejido adrtico. Sin embargo, en el sindrome LDS no se ha descrito la

participacién del EOx, en la formacién del aneurisma.
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HIPOTESIS
En el SM, la participacién del EOx en el aneurisma del tejido adrtico ya ha sido descrita

sin embargo no se ha descrito nada en el sindrome de LDS una variante del SM. Por lo
que se espera que en el aneurisma aértico de pacientes con sindrome LDS la actividad de

las enzimas antioxidantes esté alterada.
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OBJETIVOS

General
e Analizar la actividad de algunas de las enzimas antioxidantes en la aorta toracica

de pacientes con sindrome LDS.

Particular
¢ |dentificar el dafo de la pared aortica.
o Determinar la actividad de las enzimas: GPx, GSSG-R, GST, CAT y SOD.

e Cuantificar el indice de LPO, FRAP y GSH/GSSG

e Medir la expresion de la enzima eNOS.
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MATERIAL Y METODOS

Consideraciones éticas
El protocolo de investigacién fue aprobado por el comité de investigacion y ética del

Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez” (protocolo institucional numero 09654).
Para cada uno de los pacientes e individuos control se presenté el consentimiento
informado de acuerdo con la declaracion de Helsinki, modificada en el Congreso de Tokio,
Japon (WMA, 2002).

Criterios de inclusién

Pacientes
Hombres y mujeres que ingresaron al Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez.

Los pacientes involucrados en el estudio fueron diagnosticados con LDS por el médico
especialista y cumplieron con el criterio de dilatacion aértica para ser sometidos a cirugia.
El numero de pacientes diagnosticados con LDS de marzo de 2011 a marzo de 2015 es

de cinco, tres hombres y dos mujeres con edades de 13-38 afios.

Controles
Hombres y mujeres que ingresaron al Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez,

que fueron diagnosticados sin SM o alguna de sus variantes y que se hayan sometido a
cirugia.
El total de pacientes que fueron utilizados como control son cinco: tres hombres y dos

mujeres con edades de 58-72 afos.

Los segmentos de aorta fueron extraidos mediante cirugia, posteriormente fueron puestos
en solucion fisioldgica y congelados en nitrégeno liquido y almacenados a -30 °C hasta su
utilizacion.

Homogeneizacién de aorta.

Las muestras de aorta fueron homogeneizadas con nitrégeno liquido, y politronadas en
solucion de sacarosa [0.25mM sacarosa, 10mM Tris, 1mM de etilendinitrilotetracetato
disddico (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) después se centrifugd a 2500 rpm
durante 10 minutos a 4°C. El sobrenadante fue separado y almacenado a -30°C. La

determinacion de proteina fue realizada por el método Bradford (Bradford, 1976).
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Deteccion de las enzimas antioxidantes SOD Mn, SOD Cu Zn y CAT en geles
nativos de poliacrilamida
La determinacién de la actividad de las enzimas antioxidantes se realizé después de

haberlas separado mediante geles nativos de poliacrilamida, siguiendo la técnica descrita
por Laemmli (1979). El gel concentrador al 4% contenia 2.28 mL de agua desionizada y
destilada, 1 mL de buffer pH 6.7, 0.66 mL de solucion de acrilamida/ bisacrilamida 30%,
persulfato de amonio a 0.010% y TEMED 0.01% el gel resolvedor al 8% se elabor6 con
4.73 mL de agua desionizada y destilada, 2.53 mL de amortiguador pH 8.9, 2.43 mL de
solucion de acrilamida/bis-acrilamida 30%, 0.008% de persulfato de amonio y 0.02% de
TEMED. Los geles fueron cargados con 100 ng de CAT (Sigma C-40), 100 ng de SOD de
higado de bovino (Sigma S-2515) como estandar y 100 ug de proteina proveniente del los
homogenados de aorta. La electroforesis se corrié con amortiguador de tris-glicina pH 8.3
a 15- 25 mA.

Al término de la electroforesis y para determinar la actividad de la CAT el gel se lavé con
agua destilada por 10 min tres veces, e incubd con H2O, por 10 min, pasado este tiempo
se decanté el H20; y se incubd con una mezcla al 1% de KsFe(CN)s y 1% FeClz 6H.O por

10 min en la oscuridad y después se lavo con agua destilada.

Para determinar la actividad de la SOD, el gel se incubé con 2.45 mM de NBT (Sigma) por
20 min, después se lavd con una solucién que contenia EDTA 28 mM, rivoflavina 0.028
mM, en amortiguador de fosfatos 36 mM, pH 7.8, durante 15 min, posteriormente se
expuso a una lampara de luz UV durante 10 min y se enjuagd con agua destilada. Los
geles CAT y SOD se analizaron por imagen (pixeles) con el programa Kodak versiéon

image 3.5.

Actividad de la Glutation Peroxidasa
A 100 pg de proteina de homogeneizado de aorta se le agregaron 1.6 mL de

amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.0 que contenia NsNa 6.5 mg, EDTA 1 mM, NADPH
0.2 mM, GSH 1 mM vy glutation reductasa 1 U/L, y a 37°C por 5 min se midi6 la

absorbencia a 340 nm, se monitoreo la absorbencia a 340 nm (Flohé, 1984).

Glutatién-S-transferasa
La actividad de la enzima GST se midié por espectrofotometria. A 100 ug de proteina del

homogenizado de aorta se le agregd 1.6 mL de buffer fosfato 50 mM, pH 7.3, mas 300 uL
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de CDNB (1-cloro-2,4-dinitrobenzina) 10 mM y 300 pL de GSH 10 mM. La mezcla se

incubd por 10 minutos a 37°C, posteriormente se leyo la absorbencia a 340 nm.

Los valores de la actividad de la GST se expresa en unidades de GST por minuto, una
unidad de actividad de GST se define como un pmol de GS-DNB por minuto a 37°C
(Vararattanavach, 2003).

Glutatién reductasa
A 100 ug de proteina del homogenizado de aorta se le agregaron 800 uL de buffer fosfato

0.2 mM, pH 7.3, mas 0.5 mM de EDTA, 100 uL de NADPH 0.1 mM, y 100 uL de GSSG
1mM, se incub6 a 37°C por 10 minutos, la absorbencia se leyé a 340 nm. La actividad de
la GSSG-R se expresa en uymol de GSSG reducido por minuto por mg de proteina
(Deponte, 2013).

Glutation reducido
100 ng de proteina del homogenizado de aorta se desproteinizdé con acido tricloroacetico

al 20%, se centrifugdé a 5000 rpm por 5 min, después se recuperé el sobrenadante al cual
se le agregaron 900 pl de buffer fosfato (KH2.PO4) 50mM, pH 7.3, mas 100 pL de reactivo
de Ellman (5,5’ dithiobis 2-nitrobenzoico) 1M, se incubd a temperatura ambiente por 5
min, la absorbencia se leyé a 412 nm. La curva de calibracion se realizé con GSH a una

concentracion de 5 a 25 umol/mL (Ellman, 1959).

Glutation oxidado
100 pg de proteina del homogenizado de aorta se desproteinizd con acido tricloroacetico

al 20% se centrifugd a 5000 rpm por 5 minutos, después se recuperé el sobrenadante al
cual se le agregaron 900 uL de buffer fosfato (KH2PO4) 50mM, pH 7.3, mas 100 uL de
reactivo de Ellman 1M, se incubé a temperatura ambiente por 5 min, después se
agregaron 8 uL de 4-vinil-piridina, posteriormente se agit6 por 5 seg en vortex, la
absorbencia se leyé a 412 nm. La curva de calibracion fue realizada con GSSG a una

concentracion de 5 a 25 umol/mL (Ellman, 1959).

Determinacion de eNOS por inmunotransferencia
100 ug de proteina de homogeneizado de aorta se mezclé con amortiguador de carga

(glicerol 59% vol/vol; tris HCI, pH 6.5; SDS 1%, azul de bromofenol 0.1%, 2-
mercaptoetanol 0.05%). La mezcla se calenté a 100° C por 1 min. Las proteinas fueron

separadas en gel de SDS/PAGE al 8% bajo condiciones reductoras, al término de la
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electroforesis, el gel fue transferido a una membrana de nitrocelulosa 45um Hybond-P. La
membrana fue bloqueada durante 3 horas con TBS (buffer de Tris-Glicina pH 7.4) que

contenia 5% de leche deshidratada desgrasada y Tween- 20 al 0.05%.

Después la membrana se incubd con una dilucion 1/500 a concentracion final de 400
ng/mL de anticuerpo primario policlonal de conejo contra eNOS, se dejo agitar por una
noche a 4°C, posteriormente la membrana se enjuagé tres veces con TBS e incubd con
una dilucion 1/1250 a concentracion de 320 ng/ml de anticuerpo secundario policlonal de
cabra anti IgG de conejo por 3 h a temperatura ambiente, el revelado se hizo con
3’3 diaminobenzidina. Después de identificar la proteina problema, la membrana se lavo
con amortiguador de 1% de TRIS, 1% de SDS y 100 mM de - mercaptoetanol pH 2 por 2
horas, pasado el tiempo se lavé con TBS, después se bloqued por 3 horas e incubd
durante la noche con una dilucion 1/1000 con una concentracién de 100 ng/mL de
anticuerpo  monoclonal de ratébn anti p-actina biotinilados, y se revel6 con
3'3’diaminobenzidina. La membrana se analiz6 por imagen (pixeles) mediante el

programa Kodak versién image 3.5 (Pérez et al., 2009).

Capacidad antioxidante total
La evaluacion de la capacidad antioxidante del sistema no enzimatico por el método

FRAP. Se basa en la reaccién de los antioxidantes presentes en la muestra y el cloruro de
hierro (Felll) en un medio acido, formandose ion ferroso (Fell), el cual es capaz de unirse
al 2,4,6,-Tris2-pyridil-s-triazine para generar un compuesto color azul. A 1 mg de proteina
del homogeneizado de aorta se le agregaron 1.5 mL de mezcla de reaccién; la cual
consistié6 de 300 mM de amortiguador de acetatos pH 3.6, 20 mM de hexahidrato de
cloruro férrico, 10 mM de 2,4,6,-Tris2- pyridil-s-triazine disuelto en 40 mM de HCI en
relacién 10:1:1 v/v respectivamente; se mezcld vigorosamente en vortex por 5 segundos y
se incubdé a 37°C por 15 min en oscuridad, finalmente se centrifugé a 5000 rpm. La
absorbencia se midié a 593 nm en un espectrofotometro (UNICO UV 2100). Para la curva
de calibracion se utilizé 1.5 mL de la mezcla de reaccion y 50 pyL de la dilucion de
TROLOX (acido 6-hidroxi-2-5-7-8-tetrametilcroman-2-carboxilico) (Zufiga et al., 2013).

indice de lipoperoxidacion
En el homogeneizado de aorta, se midi6 el indice de LPO, un marcador de daino causado

por los RL a los lipidos insaturados de la membrana celular, con el método convencional

de TBARSs (Thiobarbituric acid reactive substances, por sus siglas en inglés). El ensayo de
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TBARs se fundamenta en la reaccion del MDA con dos moléculas de acido tiobarbiturico

en medio acido y a temperatura aproximada de 100°C, formando un complejo colorido.

A 100 pg de proteina, se le agregaron 50 puL de metanol con BHT al 4% y 1 mL buffer de
fosfatos a pH 7.4, se mezclé vigorosamente en vortex durante 5 segundos, e incubd 30
min en bafio maria a 37°C. al finalizar de la incubacion, se agregd 1.5 mL de acido
tiobarbiturico a 0.8 M volviendo a incubar durante 1 h en bafio maria a 100°C, después de
ese tiempo y para detener la reaccion, las muestras fueron colocadas en hielo,
adicionando 1 mL de KCI al 5% mas 5 mL de n-butanol, se mezclé vigorosamente con
vortex durante 30 s y posteriormente se centrifugdé durante 5 min a 376 g a temperatura
ambiente. Después de la centrifugacion se extrajo la fase de n-butanol y se medid la
absorbencia a 532 nm. La curva de calibracion se realizd utilizando tetraepoxipropano
(Sigma) (Pérez, 2009)

Histologia
Para la histologia, 2 mm de segmentos de aorta fueron lavados con 0.9% de NaCl por 30

segundos. La solucion fue decantada, despues se afiadio bufer de fosfatos con 10% de
formalina por 24 horas, posteriormente se hicieron tinciones de hematoxilina-eosina,
Masson, y Weigert segun los protocolos estandar del laboratorio (Lee, 1999), las
secciones histologicas fueron analizadas usando microscopio de luz Carl Zeiss modelo
63300 equipado con camara digital Tucsen 9 Mpx con software TSview 7.1, con
magnificacion de 40X. Las microfotografias fueron analizadas usando el programa Sigma

Scan Pro5 Image Analisis Software. Los valores fueron expresados en unidades por pixel.
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ANALISIS ESTADISTICO
Los datos se presentan con la media + error estandar. La diferencia estadistica se

determiné por la prueba t de Student. Una P<0.05 se consideré como significativa. Las

graficas y el analisis estadistico se realizarén con el programa SigmaPlot 11 (Systat
Software Inc., Richmond, California, USA).
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RESULTADOS

Actividad enzimatica
La actividad de la SOD-Mn y de la SOD Cu-Zn presentaron cambios significativos en

comparacion con el grupo control (Figuras 2 y 3).
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Figura 2. Actividad de la enzima SOD-Mn en los pacientes con LDS en comparaciéon con

el control *P=0.001, los resultados expresan la media * error estandar.
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Figura 3. Actividad de la enzima SOD Cu-Zn en los pacientes con LDS en comparacion
con el grupo control *P=0.003, los resultados expresan la media + error estandar.
La actividad de la CAT en los pacientes con LDS se observé con tendencia a disminuir sin
alcanzar significancia en comparacién con el grupo C (figura 4)

35



1000

~ 800 {
LE'O)
UE '[
A< 600
g
oS
S S
E% 400 1
o E
<= 200 -
0

C Loeys-Dietz CAT
Figura 4. Actividad de la enzima CAT. Los resultados expresan media + error estandar. a)

imagen representativa de la electroforesis de CAT.

La actividad de la GPx disminuyd significativamente en el grupo de pacientes con LDS en

comparacion con el grupo control (figura 5).
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Figura 5. Actividad de la enzima glutatién peroxidasa en los pacientes con LDS en
comparacion con el grupo control *P<0.01, los resultados expresan la media + error
estandar.

Los resultados de la GST mostraron disminucion significativa en el grupo de pacientes

con LDS en comparacion con el grupo control (figura 6).
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Figura 6. Actividad de la enzima Glutation-S-transferasa en el grupo de pacientes con
LDS en comparacion con el grupo control *P<0.02, los resultados expresan la media +

error estandar.

La GSSG-R se encontré aumentada significativamente en el grupo de pacientes con LDS

en comparacion del grupo control (figura 7).
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Figura 7. Actividad de la enzima Glutation reductasa en el grupo de pacientes con LDS en
comparacion del grupo control *P<0.02, los resultados expresan la media + error estandar.
La expresion de la eNOS presentd tendencia a disminuir en el grupo de pacientes LDS,

en comparacion con el grupo (figura 8).
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Figura 8. Expresion de la sintasa de oxido nitrico endotelial. Los resultados expresan la

media * error estandar a) imagen representativa de la inmunotransferencia de eNOS.
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Sistema antioxidante no enzimatico
La relacion de GSH/GSSG disminuyd, con significancia de P<0.04 en el grupo de

pacientes con LDS en comparacion con el grupo C, los resultados son mostrados en la

figura 9.
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Figura 9. Relacion glutation reducido/ glutatién oxidado en el grupo LDS en comparacion

con el grupo control *P<0.04, los resultados expresan la media + error estandar.

La capacidad antioxidante no enzimatica total, se encontrd disminuida significativamente

en los pacientes LDS en comparacion con el grupo control (figura 10).
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Figura 10. Capacidad antioxidante del sistema no enzimatico en el grupo con LDS en
comparacion con el grupo Control *P=0.03, los resultados expresan la media + error

estandar.
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El indice de lipoperoxidacion tendié a elevarse sin alcanzar significancia en el grupo de
pacientes con LDS en comparacion del grupo control (figura 11).
5

H

w
——

N

—
1

indice de lipoperoxidacién
(nm de MDA/ mg proteina)

o

C Loeys-Dietz

Figura 11. indice de lipoperoxidacion. Los resultados expresan la media + error estandar.
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Histologia

Tincion Hematoxilina-Eosina
La necrosis quistica en el grupo de pacientes con LDS fue mayor en comparacion con el

grupo control. La figura 12 muestra las mediciones en pixeles de necrosis quistica.

En la figura 12.1 se observa la fotomicrografia representativa de la pared media aortica de
un paciente control, mostrando en color negro nucleos de fibrocitos dispuestos en
fasciculos, en rojo fibras elasticas, en color rosa fibras de colagena, sin presencia de
necrosis quistica.

En la figura 12.2 se observa la fotomicrografia representativa de la pared media aortica de
un paciente con LDS, mostrando en color azul nucleos de fibrocitos dispuestos en
fasciculos, en rojo fibras elasticas y en rosa fibras de colagena, en color blanco, se

observa la presencia de necrosis quistica.
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Figura 12. Necrosis quistica del grupo Loeys Dietz en comparaciéon con el Control
*P=0.002, los resultados expresan la media + error estandar.
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Figura 12.1) fotomicrografia representativa de la pared media aortica de un individuo Control, tincion hematoxilina-eosina 40X. A) fibras elasticas
en color rosa intenso B) Nucleos de fibrocitos en color oscuro. 12.2) Fotomicrografia representativa de la pared media aortica de un paciente con
LDS, tincion hematoxilina-eosina 40X. A) Necrosis quistica, con acumulacidon de material amorfo. B) Fibras elasticas y de colagena en color rojizo

y rosa intenso C) nucleos de fibrocitos tefidos en color azul.
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Tincion Tricrémica de Masson
La necrosis quistica del grupo LDS fue mayor en comparacién con el grupo control. La

figura 13 presenta las mediciones en pixeles de la necrosis quistica.
La figura 13.1 muestra la Fotomicrografia representativa de la pared media aortica de un
sujeto control, se observan fibras elasticas en color rojo, en azul fibras de colagena y no

se observa presencia necrosis quistica.

La figura 13.2 muestra la fotomicrografia representativa de la pared media aortica de un
paciente con LDS, se observan fibras elasticas en color rojo, en azul fibras de colagena y

en blanco se observa nercosis quistica con presencia de material amorfo en azul tenue.
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Figura 13. Necrosis quistica en el grupo Loeys Dietz en comparacion con el Control

*P=0.001, los resultados expresan la media + error estandar.
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Figura 13.1) Fotomicrografia representativa de la pared media aortica de un individuo Control, tincién tricromica de Masson 40X. A)
Fibras elasticas en color rojo B) Fibras de coldgena en color azul. 13.2) fotomicrografia representativa de la pared media aortica de
un paciente con LDS, tincién tricromica de Masson 40X. A) Fibras de colagena en color azul intenso. B) Necrosis quistica con
presencia de material amorfo en color azul tenue C) Fibras elasticas en color rojo.
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Tincion Weigert

La fragmentacion de las fibras elasticas en el grupo LDS presenta cambios significativos
en comparacién con el grupo Control. La figura 14 presenta las mediciones en pixeles de
la fragmentacion de las fibras elasticas.

La figura 14.1 muestra la fotomicrografia representativa de pared media aortica de un
sujeto control, en color negro se observan las fibras elasticas, en café-amarillo fibras de
colagena, no se distingue necrosis quistica. La figura 14.2 muestra la fotomicrografia
representativa de la pared media aortica de un paciente con LDS, en color negro se
observan las fibras elasticas fragmentadas, en café-amarillo fibras de colagena y en color

blanco se distingue necrosis quistica.

3000

2000 4

1000 4

500 4

Tinciéon Fibras elasticas

C Loeys-Dietz

Figura 14. Fragmentacion de las fibras elasticas en el grupo Loeys Dietz en comparacion
con el control *P=0.001, los resultados expresan la media + error estandar.

45



a ."4\\. S

90 LT
WA N Y

Figura 14.1) Corte histolégico de la aorta de un individuo Control. Tincidon Weigert 40X. A) Fibras elasticas en color negro B)Fibras
de colagena y elastina en color rosa y color pardo claro. 14.2) Corte histologico de la aorta, de un paciente con LDS, tincion Weigert
40X. A) Fibras elasticas B) Necrosis quistica C) Fibras de colagena.
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DISCUSION
El LDS, una variante del SM, como toda enfermedad genética compleja presenta dafos

en diferentes érganos y sistemas, la caracteristica principal del LDS es la presencia de
AAT de progresién rapida, diferentes trabajos han mostrado que la sobreproduccion de
ERO puede contribuir a la degeneracién de la pared arterial (Xiong, 2000). La
participacién de las ERO en la progresion del dafo adrtico ha sido descrita en modelos
animales y en diferentes patologias. Sin embargo, en el LDS hasta el momento no ha sido
reportado el desequilibrio entre prooxidantes y antioxidantes que conlleva cambios en el
estado redox de las células (Yang, 2010) y la participacién en la formacién del AAT. Por
tal motivo el objetivo del presente trabajo fue analizar la actividad de algunas de las

enzimas antioxidantes en la aorta toracica de pacientes con sindrome LDS.

Diversos estudios en modelos de raton con SM describen disfuncion vasomotora en la
aorta toracica asociada a ERO (Soto, 2014) y alteracion en las enzimas antioxidantes
como la SOD. En 2013 Soto describié aumento en la actividad de las enzimas SOD Cu-Zn
y -Mn en aortas de pacientes con SM, Turner, hipertension arterial y algunas variantes de
Marfan. Sin embargo, en 2010 Yang report6é disminucion de las isoformas de SOD debido
al aumento de Oy en la aorta toracica en un modelo de ratén con SM, lo cual ralacion6
con el deterioro de la funcion aortica, en este mismo estudio mostré que el tratamiento
con SOD revirtié la hipersensibilidad de las arterias. La diferencia de los resultados entre
estos dos estudios podria ser el modelo utilizado, ya que uno es en modelo murino y en el

otro en pacientes con SM.

En esta investigacion, los resultados de la actividad de las enzimas SOD Cu-Zn y -Mn
aumentaron, esto sugiere que la sobreproduccion de Oz, en el tejido adrtico puede
incrementar la actividad de las isoformas de SOD. En 2003 Ejiri describe que el tejido del
aneurisma de aorta toracica presenta sobrexpresiéon de NAD/NADPH oxidasa, esto se
asocio con el aumento en la produccion de Oz, lo que podria estimular a la SOD Cu-Zny -
Mn, aumentando la concentracién de H>O,, estd ERO es mas danina por la capacidad de
difusién en la membrana célular (Drége, 2002). Sin embargo, una de las enzimas
encargadas de la eliminacién de H,O; es la CAT, la cual usa dos moléculas de H,O; para
convertirlas en H.O y O,. La sobre expresion de la CAT previene la estimulacion de EOx

(Diaz, 2003). Soto, en 2013 describié que en aortas de pacientes con SM se encontrd
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sobre expresada la CAT, esto atribuido en parte a la exposicidon continida de H:Oo.
Nuestros resultados muestran que la actividad de la CAT presentd tendencia a disminuir
sin alcanzar diferencia significativa. Esto se puede deber a la sobre produccién de H.O-
ya que se ha descrito que excesivas concentraciones de sustrato resultan en la inhibicidon
de CAT (Diaz, 2003). También la excesiva concentracion de Oz puede causar inhibicién
de la glucosa-6-fosfato que cataliza la formacién del NADPH, que sirve como donador de
electrones a la CAT (Siwik, 2001). Sin embargo la tendencia entre grupos podria llegar a

ser significativa si se aumentara el numero de muestra.

Por otro lado, otra de las enzimas encargadas de la detoxificacién de H.O, es la GPx,
esta se encuentra en el citosol y en la mitocondria de las células de los mamiferos y se ha
descrito que es mas eficiente que la CAT al remover el H,O. intracelular bajo varias
condiciones fisioldgicas (Ye, 2015). Los resultados muestran que la actividad de la GPx
mostré disminucion en los pacientes con LDS en comparacion a los sujetos C, esto puede
ser debido a la baja disponibilidad de GSH, ademas la GPx posee Se en su sitio catalitico
y se ha descrito al Se como factor limitante de la defensa antioxidante (Deponte, 2013).
Ademas, una dieta rica en Se causa serios dafos inclusive la muerte. Sin embargo, a
concentraciones bajas interfiere en la sintesis de aproximadamente 25 proteinas que usan
celenocisteina, asi mismo la deficiencia de Se se ha descrito en patolégias
cardiovasculares (Nufiez, 2013) y se ha especulado que en el SM puede haber
disminucion de Se que podria comprometer la actividad de la GPx (Dariush, 2009) y como

consecuencia decrementar su actividad.

Por otro lado, la Glutation-S-transferasa, es la enzima que se encarga de conjugar al GSH
con xenobioticos, lipidos peroxidados, hidroperoxidos entre otras moléculas, para su
posterior eliminacion de la célula. Los sustratos utilizados por la GST son formados como
consecuencia de la modificacién de macromoleculas por ERO. Por lo tanto, esta enzima
esta considerada como antioxidante (Serratt, 2001). En 2013 Nufez describe la
disminucion de la GST en aortas de pacientes con SM. Ademas en otras patologias que
afectan el sistema cardiovascular en humanos y modelos murinos asociadas al EOx, se
ha observado disminucién en la expresién de la GST aunada al incremento de la LPO
(Soto, 2014).

Nuestros resultados muestran que la actividad de la GST disminuy6 en los pacientes con

LDS en comparacion al grupo control, estd indica que la actividad decrementada de la
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enzima esta comprometida por la baja disponibilidad del GSH lo cual contribuye a la

tendencia a incrementar de la LPO.

Por otro lado, el GSH es el principal compuesto tiol intracelular, es un tripetido (y-i-
glutamil-i-cisteinil-glicina) producido por las células de los mamiferos, siendo el
mecanismo de defensa antioxidante por excelencia contra las ERO y electréfilos (Ribas,
2014). El control de la homeostasis del GSH es atraves del proceso de consumo y
suministro (Circu, 2012). La funcién antioxidante del GSH esta determinada por el grupo
tiol de la cisteina, este grupo se oxida cuando el GSH reduce moléculas diana, electréfilos
o ERO, posteriormente el GSH se oxida a GSSG (Ribas, 2014) y también el GSH es
oxidado por la GPx y regenerado a GSH por la enzima GSSG-R, en este proceso se
requiere del consumo de NADPH, este equivalente reductor se produce en la via de las
pentosas fosfato, donde la oxidacién alternativa de glucosa no genera ATP, ya que su
finalidad es proporcionar ribosa-5-fosfato y NADPH para la sintesis de acidos grasos,
esteroides y cofactor de GSSG-R (Drége, 2009). Por lo tanto, la alteracion de la actividad
de la GSSG-R provocara disminucion en las concentraciones de GSH dando lugar a
aumento en los niveles de ERO. La alteracion de la actividad de la GSSG-R y de los
niveles de GSH por esta consecuencia se ha reportado en varios procesos patologicos

asociada con aumento del riesgo al EOx (Cisneros, 2014).

Los resultados muestran que la actividad de la GSSG-R aumento en el grupo con LDS, a
pesar de esto los valores de GSH no se restablecieron, eso podria limitar la actividad de
las enzimas GPx y GST. Estos resultados coinciden con lo descrito por Soto en 2014, en
pacientes con SM, ademas sugiere que el EOx crénico en el LDS sea el encargado de
oxidar al GSH interviniendo en el balance redox. Otras de las causas de la disminucién
del GSH pueden ser la alteracion de la enzima y-glutamil-cisteina sintasa, encargada de la
sintesis de GSH vy la deficiencia de los aminoacidos que constituyen el GSH, lo cual
podria predisponer el aumento de ERO y como consecuencia EOx (Soto, 2015 en

prensa).

Los resultados del FRAP en donde el GSH participa muestran que en el grupo con LDS
disminuyd, lo cual confirma la presencia de EOx en el tejido adrtico. Asi mismo, la LPO
mostrd tendencia a aumentar en el grupo con LDS, esto indica la oxidacion de lipidos de
la membrana célular, al mismo tiempo que aumenta la oxidacién de acidos grasos

polinsaturados, se incrementa la produccion de compuestos prooxidantes como el 4-
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hidroxinonenal y el malondialdehido, derivados de esta oxidacion, los cuales potencializan
el EOx (Marotte, 2013). Sin embargo, la tendencia entre grupos podria llegar a ser

significativa si se aumentara el numero de muestra.

Por otra parte, los resultados de la eNOS mostrarén una tendencia a disminuir sin
presentar diferencia significativa en los pacientes con LDS en comparacion con los
sujetos C, resultados similares fuerén descritos en 2015 por Soto, quien mostré que la
actividad de la iINOS y eNOS presenté aumento y disminucion respectivamente en el
homogenado de aortas de pacientes con SM, sugiriendo que la produccion de NO basal
en estos pacientes proviene de la via de iINOS y en menor medida de la eNOS, lo que
contribuye a la formacién del aneurisma, ademas de la supresion parcial de la via de la
eNOS. Por otro lado, en modelos animales de SM se ha descrito sobreproduccion de Oy
por parte de NADPH oxidasa, xantina oxidasa y el aumento en la producciéon de NO por
parte de la iINOS en procesos inflamatorios (Soto, 2015), lo cual promueve la formacion de
ONOO:r, la acumulacion de esta ERO aumenta el dafo oxidativo (Chirino, 2006). Ademas,
las altas concentraciones de ONOO- pueden favorecer la apoptosis en células
endoteliales y la activacion de metaloproteasas de la matriz (MMP) 1 y 2 en las células
musculares lisas vasculares, estd promueve la degradacion de los diversos componentes

de la matriz extracelular tales como la colagena y la elastina (Shen, 2015).

En cuanto a los resultados de los cortes histologicos hechos en los segmentos aorticos de
pacientes con LDS estos mostraron necrosis quistica, con acumulacion de material
amorfo, esto sugiere el aumento de la concentracion de ERO que participa en la fibrésis
apoptotica subendotelial (Circu, 2012). Ademas en 2009 Xiong determiné en un modelo
murino la participacion de las ERO en la formacién del aneurisma aértico abdominal, y la
activacion de las MMP 2 y 9, las cuales degradan la matriz extracelular y promueven la

formacién del aneurisma.

En la tincién de Weigert, los resultados mostraron fragmentacién, engrosamiento y menor
numero de las fibras elasticas en el grupo LDS esto se podria relacionar con la rigidez
aortica. Se ha reportado que la fragmentacion de fibras elasticas de la aorta es
relacionada con la interaccion entre ERO, MMP y la desregulacion del TGF-3 (Wheleer,
2014). Ademas, se sabe que la senalizacion de TGF-f contribuye a procesos fisiolégicos
y también como modulador de las proteinas que participan en la estructura y composicién

de la matriz extracelular, como la colagena. En nuestros resultados se logré observar en
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las fotomicrografias el aumento de colagena, esto se describe en SM (Maleszewski,
2009). Sin embargo, es mas pronunciado en el LDS, probablemente esto se debe a la
desregulacion en la sefializacion del TGF- que promueve mayor sintesis de colagena lo

que conduce a la progresién rapida en la formacion del aneurisma.
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CONCLUSIONES
En los pacientes con LDS, el dano estructural del aneurisma adrtico toracico ocasiona

disfuncion endotelial, que conduce al incremento en la actividad de las enzimas SOD Cu-
Zn y -Mn. Esto aumenta la formacion de ERO, las cuales no son eliminadas, ya que la
actividad de la CAT y GPx estan disminuidas, lo que favorece que el indice GSH/GSSG

disminuya, limitando la actividad de la GPx y GST que utilizan al GSH como sustrato.

El incremento de la GSSG-R no restablece la concentracion del GSH lo que se refleja en
la disminucion de la capacidad antioxidante total y el aumento de la LPO que favorece a
las ERO.

LIMITACIONES
La principal limitacion de este estudio fue la obtencién de los fragmentos de aorta de

pacientes con LDS ya que como se ha descrito es una variante de SM con incidencia
desconocida. En un lapso de cinco afios aproximadamente solo se logré obtener las

muestras de cinco pacientes.
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