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RESUMEN

Introduccion.

El sindrome de Marfan (MFS) es una enfermedad rara que tiene afeccion en el gen que
codifica a la fibrilina-1 (FBN-1), proteina que participa en la regulacion de las fibras
elasticas. Su deficiencia conlleva a disfuncidon y dafio aértico. En la patogénesis de la
dilatacion y diseccion adrtica en pacientes con colagenopatias se ha estudiado su
importante asociacion genética y se han propuesto otros mecanismos adyacentes como
disfuncién endotelial, alteracion del estado redox y procesos pro-inflamatorios
progresivos.

Objetivo.

Evaluar la participacion del metabolismo del acido araquidénico (AA) y sus vias, para
tratar de comprender e identificar sitios de posible accion terapéutica preventiva.
Material y Métodos.

La seleccion de pacientes fue realizada por una Reumatologa experta en el area. La
decision quirurgica fue analizada mediante sesién médica quirurgica de acuerdo a la
prioridad de intervencion. El tejido aortico fue obtenido durante la cirugia reparativa del
aneurisma o diseccién adrtica de 6 sujetos control y 14 pacientes con MFS. La
extraccion de AA se realizé por cromatografia de gases. La actividad de las
ciclooxigenasas (COXs) se realizé por medio de la monitorizacién de la velocidad de
captacion de O2; y la inhibicién de la actividad catalitica de la COX se realizé por la
adicion de indometacina. La determinacién de COX1, COX2, PLA2, TXA2, CYP450 y 5-
LOX se analizé por densito fotometria mediante el programa Imagen Kodak version 1.1.

Las prostaglandinas y los marcadores de inflamacion se midieron por el método



inmunoenzimatico de ELISA con kits comerciales para 6-keto PGF1, PGE2y el 8-
isoprostano proporcionados por Cayman Chemical Company. El TNFa y TGFB1 fue
proporcionado por Elabscience y leidas en un lector de micro placas a luz visible de
492/630 nm. Las secciones histoldgicas se analizaron utilizando un microscopio de luz
Carl Zeiss (63300 Modelo) equipado con una camara digital Tucsen de 9 megapixeles y
el software TS view 7.1 con una ampliacion de 16x.

Resultados.

En pacientes con MFS hay incremento de las concentraciones de 8-isoprostano
cuando se comparan al control, no alcanzaron significancia estadistica en comparacion
con los sujetos control; la misma tendencia se observoé en con la 6-Keto-PG1a
metabolito estable de la COX1. Sin embargo, la PGE2, TGFB1 y TNFa presentaron
incremento significativo en los pacientes con MFS en comparacion con el control
(p=0.3, p=0.05). EI AA presentd un porcentaje de disminucion estadisticamente
significativo en los pacientes con MFS en comparacién con los sujetos control (p=0.05).
La actividad de las isoformas de las COXs y la expresion de PLA2, CYP450 y 5-LOX
fueron estadisticamente mayores en pacientes con MFS en comparacion con los
sujetos control (p=0.002, p=0.05, p=0.001 y p=0.004, respectivamente).

Conclusion.

En el tejido adrtico de pacientes MFS la participacion del metabolismo del AA se
confirma. Hay disminucién de AA, disminucion de la sintesis de prostaglandinas vaso
activas, incremento de la tromboxano sintasa, de sintesis de PGE2, de 6-keto-PGF1a.
Esto sugiere que el involucro de los factores de inflamacién son mecanismos
involucrados en pérdida de la funcién de las fibras elasticas de la aorta, por lo tanto

dilatacion y diseccion adrtica.



INTRODUCCION

El sindrome de Marfan (MFS por sus siglas en inglés), es una enfermedad genética
pleiotrépica con afectacion del sistema cardiovascular, ocular y esquelético con una
variabilidad clinica muy amplia. Es un trastorno del tejido conectivo con asociaciones de
caracter autosomico dominante en el que se ve afectado el gen que codifica a la
proteina fibrilina-1 (FBN-1), lo que conlleva a alteraciones de las fibras elasticas
causando micro diseccidn y degeneracion de la capa media a nivel de la aorta. (1)

Este dafio conlleva a variaciones estructurales dentro del mismo vaso arterial en
donde hay heterogeneidad inherente a su contenido, grosor y composicion celular. Por
otro lado, la disfuncién endotelial esta presente en la evolucidon progresiva del dano
aortico y es posible que la inflamacion y estrés oxidante jueguen un papel importante en
la transformacién anatémica y funcional (2).

En el MFS neonatal y padecimientos similares tales como el sindrome de Loeys-Dietz y
Sprintzen Goldberg, el dano aodrtico puede ser rapidamente progresivo y se ha
asociado con mutaciones en los genes del TGFRB1 y TGRB2. Sin embargo, estos no
justifican la versatilidad del dafio adrtico y la variabilidad en la expresion clinica.

Es conocido que en las diferentes regiones anatdomicas de la aorta hay caracteristicas
diferentes en cada segmento, tal como la del grosor de la pared, el cual es menor en la
region toracica que en la aorta abdominal ya que el didmetro de la pared toracica es de
30 a 40% menos que en la del abdomen; por otro lado, se sabe que en la region
toracica hay mayor concentracion de fibras elasticas la cual disminuye hacia la raiz. La
aorta toracica deriva de células musculares de la cresta neural y del ectodermo,
mientras que en la aorta abdominal las células derivan del mesodermo y por lo tanto

puede haber mayor inflamacién en la aorta toracica .



La aorta toracica es mas ancha y tiene un diametro de pared mayor que la de las
regiones mas distales. En humanos, la pared del arco adrtico es aproximadamente 1,5
mm de espesor, mientras que la pared adrtica abdominal es de <1 mm de espesor. La
concentracion de la vasa vasorum aortica es aproximadamente de 9.4 vasos por mmz2
en el grosor de la pared de la region toracica y unicamente de 1.9 vasos por mm2 en la
region abdominal.

Por otro lado, existen diferencias embrioldgicas: estudios de embriogénesis adrtica en
animales revelaron que las células de la cresta neural contribuyen a la formacién de
células musculares lisas (CML) en el tronco aértico, arco proximal y el tronco de la
arteria pulmonar, no siendo asi en las partes mas distales de la aorta. En contraste, las
CML de la aorta abdominal son primariamente derivadas del mesodermo. Estas
diferencias basicas implican que programas unicos genéticos pueden ser responsables
para respuestas variables de CML para estimulacion de citocinas en la aorta toracica y
aorta abdominal. (3)

Diversos padecimientos no genéticos se asocian a dafio adrtico, por lo que se ha
considerado que la etiologia puede ser multifactorial. Asi, la participacién del estrés
oxidante e inflamacion son factores que pueden contribuir en la progresién del dafio en
el tejido adrtico. En un trabajo preliminar de nuestro grupo evaluamos la participacion
del estrés oxidante en aortopatias de diferentes padecimientos en humanos y se
correlacioné con proteinas de la membrana basal subendotelial y encontrando
hallazgos similares en la mayoria de estudios a nivel experimental en modelos
animales que sugerian la existencia de disfuncién y progresion del dafio adrtico (2).

Los componentes patogénicos de la inflamacion como factor participante en el MFS no

han sido totalmente esclarecidos ya que las investigaciones se han fundamentado



principalmente en modelos animales y existen pocos estudios en tejido humano. (4)
Como sabemos la composicién adrtica en animales difiere de la de humanos en
caracteristicas anatémicas y funcionales (5).

El estudio integral para determinar si existe o no participacion inflamatoria crénica a
nivel de la aorta en pacientes con MFS es el analisis del metabolismo del acido
araquiddénico (AA) y sus diferentes vias, asi como la participacion de citocinas
inflamatorias. Nuestro objetivo es evaluar los factores de inflamacion implicados en la
geénesis de los aneurismas aorticos y diseccion aodrtica en los pacientes que tienen

enfermedad del tejido elastico o colagenopatias.



MARCO TEORICO

Existe evidencia del papel que desempena el factor de crecimiento transformante 3
(TGFB) en la sefnalizacion de la patogénesis del MFS y se ha descrito que la matriz
extracelular regula la biodisponibilidad y activacion del TGFB. (6) Debido a los defectos
o deficiencias que existen en la proteina de fibrilina-1, una respuesta acelerada de
liberacion y activacion de TGFB ocurre en la matriz extracelular, lo que contribuye a la
formacion de aneurismas de raiz adrtica. En estudios realizados en ratones, se
encontré que el bloqueo de la liberacion de TGFB a través de anticuerpos anti-TGF(
reducen la dilatacion de raiz aértica. (7)

Por otra parte, en el dafio aértico de diversos modelos animales celulares e in vitro se
ha demostrado disfuncion endotelial con participacion inflamatoria crénica asociada al
metabolismo del acido araquiddnico (AA), el cual esta esterificado en los fosfolipidos de
membrana. (8)

Dentro de la patogénesis del dafio adrtico se ha demostrado que hay aumento de la
rigidez adrtica, reduccion de la distensibilidad de aorta, asi como una elevada
velocidad de onda de pulso, lo cual se ha sugerido que podria ser un indicador de la
diseccion Y ruptura. Noventa por ciento de los pacientes desarrollan aneurisma en la
raiz aortica y aorta toracica ascendente, y una poblacibn mas pequefia tiene
complicaciones en la aorta abdominal o en otros sitios. (7)

Diversos mecanismos participan en la patogénesis de SM y la presencia de
aneurismas, los defectos o ( mutacién) en el gen de fibrilina 1 determina la estructura
de la fibrilina, la cual es una proteina esencial en la formacién y maduracion de Fibras

elasticas en las arterias grandes y responsable del ensamblaje de las redes de micro



fibrillas en conjunto con la elastina, forman parte de la matriz extracelular de los tejidos,
por lo que es considerada una proteina constitutiva del tejido conectivo. La alteracion
en esta proteina conlleva por lo tanto una destruccion del ensamblaje de las
microfibrillas normales y la produccion de fibras elasticas anormales. Por otro lado las
microfibrillas poseen un almacén de factores de crecimiento que son liberados en
momentos especificos con el fin de controlar el crecimiento y reparar los tejidos y
organos del cuerpo. Una mutacion en el gen FBN1 puede reducir la cantidad de
funciones de la proteina fibrilina y como consecuencia hay cambios en la elasticidad en
algunos tejidos provocando crecimiento e inestabilidad en los tejidos.

Actualmente en el estudio celular de la patogénesis del aneurisma aortico en el
sindrome de Marfan ha sido generado un modelo vascular de células musculares lisas
derivadas de células Stem-Cell pluripotenciales inducidas de humanos con sindrome
de Marfan (MFS-HIPSC) lo cual ha recapitulado la patologia observada en aortas de
pacientes con MFS que incluyen a los defectos en la acumulaciéon de fibrilina-1,
degradacion de la matriz extracelular, sefializacién del factor de crecimiento
transformante B (TGF-B), contraccion y apoptosis; estudios de esas anomalias como la
inhibicion del TGF-B ha rescatado conceptos en las anomalias de la acumulacién de
fibrilina-1 y en la expresidon de metaloproteinasas de la matriz . Sin embargo, sélo la via
p38 no canodnica regulada por apoptosis de células musculares lisas (SMC), un
mecanismo patolégico también gobernado por el factor 4 Krippel-like (KLF4). Ese
modelo ha permitido a los investigadores disecar los mecanismos moleculares de MFS,
para identificar nuevos objetivos para el tratamiento. (9)

Como es conocida la importancia de mantener la funcidén contractil en las células del

musculo liso adrtico (CML) ya que ha sido evidente el hecho de que las mutaciones
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heterocigotas en las principales proteinas estructurales o quinasas que controlan la
contraccion conducen a la formacién de aneurismas de la aorta toracica ascendente
que predisponen a disecciones aorticas potencialmente mortales. La generacion de
fuerza por SMC requiere interacciones ciclicas dependientes de ATP entre filamentos
compuestos de isoformas especificas de SMC de a-actina (codificada por ACTA2) y
cadena pesada de miosina (MYH11). Las mutaciones de ACTA2 y MYH11 se predice o
se ha demostrado que interrumpen esta interaccion ciclica predisponen a la
enfermedad adrtica toracica.

El movimiento del dominio motor de la miosina se controla mediante la fosforilacion de
la cadena ligera reguladora en el filamento de miosina, y las mutaciones de pérdida de
funcién en la quinasa dedicada para esta fosforilacién, la quinasa de cadena ligera de
miosina (MYLK) también predisponen a la enfermedad aodrtica toracica. Finalmente, una
mutacion en la proteina quinasa activada por cGMP (PRKG1) da lugar a la activacion
constitutiva de la quinasa en ausencia de GMPc, impulsando de este modo la relajacion
de SMC en parte mediante una desfosforilacion aumentada de la cadena ligera
reguladora y predispone a la enfermedad aodrtica toracica. Ademas, por otro lado las
SMC no pueden generar fuerza sin conexiones a la matriz extracelular a través de
adherencias focales, y las mutaciones en la proteina principal en la matriz extracelular,
la fibrilina-1, uniendo CML a la matriz también causan enfermedad adrtica toracica en
individuos con MFS. Por lo tanto, la interrupcion de la capacidad de las CML adrtica
para generar fuerza a través de las unidades contractiles de elastina en respuesta al
flujo sanguineo pulsatil puede ser un impulsor primario para los aneurismas vy

disecciones aorticas toracicas. (10)
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Por otro lado, diversos estimulos fisicos conllevan a que el Ca?* penetre en la célula
endotelial, lo que incrementa su concentracion intracelular y activa la fosfolipasa A;
(PLA2) dependiente de ion que libera el AA de los fosfolipidos de la membrana celular y
una parte del AA puede ser metabolizado para obtener productos oxigenados por
accion de diferentes sistemas enzimaticos, como el de la isoformas de COX, TXA2,
LOXs y CYP450. El producto final de estas vias son eicosanoides que modulan el tono
vascular, activacion plaquetaria, sefalizacion, proliferacién, migraciéon celular y
procesos de inflamacion. (11) Ademas, el AA puede ser oxidado de manera no
enzimatica por radicales libres originando 8-isoprostanos que son agentes oxidantes
asociados a estrés oxidante e inflamacion. (12)

Asi mismo , el endotelio regula el tono vascular mediante la produccion de otros
potentes vasodilatadores como las prostaciclinas, los péptidos natriuréticos y el péptido
semejante a EDRF, mismas que guardan equilibrio con las sustancias vasoconstrictoras
como las prostaglandinas, la angiotensina Il y la endotelina. (13,14) De acuerdo a lo
anterior, el determinar la participacion de los mecanismos del metabolismo del AA en
pacientes con aneurisma aértico asociados a la inflamacién permitira el comportamiento
de los mismos en tejido humano y de acuerdo a los hallazgos para establecer disefios
especificos exploratorio de los diversos mecanismos relevantes y evaluar como

intervenir con terapéutica preventiva en la limitacién del dafio progresivo en la aorta.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢La interrupcion del metabolismo del AA podria influir en los cambios estructurales que

presenta la aorta debido a la inflamacion cronica en los pacientes con MFS?

JUSTIFICACION

Hasta ahora es bien conocido que el estrés oxidante esta asociado a disfuncion
endotelial en pacientes con MFS (15) y en la aorta de modelos de ratén con MFS. (12)
El estrés oxidante se asocia a disminucion de la relajacion dependiente de endotelio
mediada por 6xido nitrico via eNOS y a su vez esta alteracion esta relacionada con
cambios estructurales aodrticos que conducen en parte a la formacion del aneurisma.
(16)

La disfuncion vasomotora puede determinar la susceptibilidad de formacién de
aneurismas. La funcién vasomotora es regulada herméticamente por especies reactivas
de oxigeno (ERO). (12) A baja concentracion las ERO regulan el tono vascular,
proliferacion y la senalizacion celular. Sin embargo una cuenta excesiva, conducen a
estrés oxidante, el cual estd asociado a la patogénesis de enfermedades
cardiovasculares incluyendo hipertension, aterosclerosis y diabetes. Esta elevacion de
ERO es causada por un desbalance entre la producciéon y neutralizacion de ERO.
Todos los tipos celulares contienen enzimas que generan ERO. Entre las potenciales
enzimas pro-oxidantes se encuentran, NADPH oxidasa, xantina oxidasa, y 6xido nitrico
sintasa (NOS), las cuales son las que mejor se han estudiado y se cree que pueden

tener un papel dominante en las enfermedades vasculares.
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Considerando que hay participacion del estrés oxidante en suero y tejido adértico de
pacientes con MFS es relevante evaluar si el metabolismo del AA tiene un papel
importante como un participante coadyuvante del proceso inflamatorio en el tejido
aortico de pacientes con MFS que presentan aneurismas.

Cabe resaltar que en pacientes con una vez que se confirma que presenta dilatacion
y/o diseccion, el tratamiento que se puede ofrecer es Unicamente resolutivo mediante
cirugia o intervencionismo y en la mayoria de las veces se requiere de la sustitucion
de la aorta en las zonas afectadas y/o la implantacion de una prétesis endovascular o
de un manejo combinado lo cual ha mejorado la sobrevida de estos pacientes en los
ultimos afios. Sin embargo, no hay estudios que analicen a detalle los mecanismos de
dano endotelial adrtico para poder realizar intervenciones tempranas y preventivas en
los pacientes con MFS.

Estudios de base poblacional sugieren que la incidencia la diseccion adrtica es de 2 a
3.5 por 100,000 personas/afio. (17) El 40% de los pacientes con dilatacion adrtica
muere antes de llegar a recibir cuidados de emergencia; la mortalidad después de llegar
a valoracién en urgencias es de 1% por hora, de 5% a 20% muere en el posoperatorio
inmediato y del 50% a 70% se encontrara vivo a 5 anos después de la cirugia. (17)

El manejo quirurgico de la diseccién adrtica (DA0) aguda stanford A es clasificada como
una urgencia (clase | nivel de evidencia B). El procedimiento quirdrgico recomendado
para la diseccién adrtica Stanford A es la reseccién del sitio afectado con sustitucion de
la zona de aorta afectada con injertos de Dacron en su mayoria y en algunas ocasiones
con reemplazo de la valvula aértica y/o reimplantacion de las arterias coronarias. (18)
La diseccion parcial de la raiz aortica puede ser reparada con la resuspension de la

valvula adrtica (procedimiento de David). En la diseccion extensa de la raiz aortica con
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involucro de los troncos coronarios o con compromiso hemodinamico de la valvula
aortica se sugiere reemplazar con un injerto valvulado (procedimiento de Bentall y De
Bono). (clase | nivel de evidencia C). (17)

La colocacion de injerto endovascular no esta aprobado para la AoD que envuelve la
aorta ascendente o el arco aodrtico. (19) Sin embargo, a pesar de que los resultados en
la terapia intervencionista han mejorado la condicion de vida y ha incrementado el
pronostico de vida, el manejo a este nivel del dafio no siempre es exitoso.

La terapia médica actual mediante el antagonista del receptor de angiotensina Il, esta
enfocada en la prevencion de la diseccion adrtica, a la vez que existen ya programas
de vigilancia médica peridodica mediante el uso de herramientas no invasivas de
imagen que permiten evaluar el incremento del diametro adrtico en el seguimiento de
estos pacientes y son recientemente utilizadas.

Sin embargo, hasta ahora la terapia preventiva encaminada a disminuir la progresion
de la dilatacion aortica consiste en utilizar inhibidores del receptor tipo | de
angiotensina I, beta bloqueadores, hidralazina, estatinas y debido a avances recientes
hay hallazgos que demuestran que los pacientes con MFS tienen deplecion de la
actividad antioxidante y un incremento de la lipoperoxidacion por lo que el uso de
terapia antioxidante, incluida en la dieta, permite mejorar la actividad antioxidante. (16)
Los estudios de investigacion para conocer los mecanismos que participan en el dafo
aortico de las colagenopatias como el MFS, permitiran evaluar si dentro de la terapia
preventiva que se otorga a los pacientes con MFS. Es necesario considerar que
ademas del dafio por estrés oxidante pueda existir un proceso inflamatorio, lo cual ya

ha sido demostrado en modelos animales, el estudio del metabolismo del AA y sus vias
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podra generar hipédtesis y disefos de otros mecanismos de accidén terapéutica que

podrian mejorar el tratamiento preventivo.

OBJETIVO
Analizar la participacion del metabolismo de AA asociados a factores de inflamacién en

la génesis de la dilatacién y diseccién aodrtica en los pacientes con MFS.

HIPOTESIS
En pacientes con MFS, el metabolismo del AA puede estar involucrado en la
participacion del dafio adrtico a través de un proceso inflamatorio crénico que conduce

a dilatacion y diseccion del aneurisma

DISENO DEL ESTUDIO

Es un estudio observacional de cohorte, descriptivo y prospectivo.

16



MATERIAL Y METODOS

Poblacion en estudio:

Pacientes con indicacion quirurgica considerando el procedimiento de Bentall y De
Bono, y/o procedimiento de Bentall y De Bono con sustitucion de arco aodrtico,
colocacion de endoproétesis en aorta toracica, plastia mitral, cambio valvular mitral,
revascularizacion coronaria, procedimiento de Tirone David y el procedimiento de

sustitucion de aorta toraco-abdominal.

Criterios de Inclusién:

Obtener Tejido adrtico de pacientes con diagndsticos de MFS, a partir de criterios de
Ghent que presentaban dilatacién adrtica y cuyo caso fue presentado en la sesién
medico quirurgica para normar los criterios de requerimiento del tipo cirugia de aorta a
considerar de acuerdo a la patologia de cada paciente y que fueran atendidos en el

Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”.

Criterios de Exclusion:
No considera el tejido adrtico de pacientes que se considerd realizar un procedimiento
quirurgico de aorta, y que no aceptaran firmar el consentimiento informado para el

estudio de invest6igacion o en los cuales hubiera duda diagnéstica.

Criterios de eliminacién:
El tejido de aquellos pacientes en los cuales teniendo los criterios de inclusion la
muestra obtenida no hubiera sido suficiente 0 que no hubiera sido tomada bajo los

requerimientos apropiados para el proceso de investigacion.
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Consideraciones éticas:
El estudio se realizd con las normas éticas internacionales y con la Ley General de
Salud, asi como con la declaracion de Helsinki, modificada en el Congreso de Tokio,

Japon

Tipos de cirugias incluidas:

Aneurisma de raiz de aorta: Un aneurisma de aorta es una dilatacion localizada que

produce una debilidad en la pared de la arteria, puede llegar a formarse en cualquier
parte del cuerpo.

Diseccién de aorta: La diseccion aortica es un desgarro en la pared de la aorta que

hace que la sangre fluya entre las capas de la pared de la aorta y la fuerza de las
capas de separacion. La diseccion adrtica es una emergencia médica que puede
conducir rapidamente a la muerte, incluso con un éptimo tratamiento. Si la diseccion
aortica se abre completamente (a través de las tres capas), se produce pérdida de
sangre.

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

técnica, que consiste en la reseccion de la valvula adrtica y se utiliza un injerto de
Dacron con una valvula mecanica o biolégica que se sutura al anillo adrtico.

Cirugia de Tirone-David (Resuspension valvular): Si no hay afectacion significativa

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

Cirugia de Yacoub (David ). En la técnica de remodelacion los senos afectados se

resecan, se crean tres neosenos en el injerto de Dacron y posteriormente este se
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sutura a la pared adrtica residual y al anillo adrtico. Esta técnica permite la

preservacion de la funcion del anillo aértico y, ademas se forman los neosenos.

EXTRACCION DEL ACIDO ARAQUIDONICO

La extraccion del AA se realiz6 de acuerdo al método de Folch66. A 1 mg de proteina
de homogeneizado de aorta, se le agregé 100 [ g de acido margarico como estandar
interno, 1 ml de MetOH con BHT al 0.002%, 1 ml de NaCl al 0.09% y 2 ml de cloroformo
con BHT al 0.002%. La muestra se agité 30 seg y se centrifugd a 376 g/5 min. La fase
de cloroformo se recuperd (se repitid la ultima parte 1 vez mas). A los 4 ml de
cloroformo obtenidos se les agregé 200 (]| de metanol y sulfato de sodio anhidro y se
filtro; el cloroformo obtenido se evapord con una corriente de N2. Al residuo lipidico se
le agregd 100 [ | tolueno, 2 ml de MetOH con BHT al 0.002 y 40 (1 H2SO4 se calento a
90°C por 2 horas, después de la incubacion se le agregaron 4 ml de hexano se
mezclaron con vortex y centrifugé a 376 g/5 min, se extrajo la fase de hexano y se
evaporé con una corriente de N2. El metilester de AA se separd e identificé por
cromatografia de gases en un cromatografo (Carlo Erba Fratovap 2300) equipado con
una columna capilar de 30 m largo x 0.25 mm de diametro a 210 °C y un flujo constante

de helio 1.2 ml/min.

DETECCION DE LA ACTIVIDAD DE LAS ISOFORMAS DE CICLOOXIGENASAS

La actividad de las ciclooxigenasas se realizara monitoreando la velocidad de captacion
de O2 usando un oximetro, el cual esta acoplado a un electrodo de O2. A 3 ml de una
mezcla de amortiguador Tris-HCI 0.1M, 1mM de fenol, 85 pg de hemoglobina bovina,

pH 8 y 100 uM de AA a 37°C se le agregaran 100 pg de homogeneizado de aorta para
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iniciar la reaccién. Una unidad de actividad de la ciclooxigenasa se define como la
capacidad de la enzima de catalizar la oxigenacion de 1 nmol de AA por minuto a 37°C
La inhibicidon de la actividad catalitica de la ciclooxigenasa se realizé por la adicion de

10 uM indometacina.

DETERMINACION DE COX1, COX2, PLA2, TXA2, CYP450 y 5-LOX POR
IMMUNOBLOTTING

100 ug de proteina delhomogeneizadode aorta se mezclé con amortiguador de carga
(glicerol 59 % vol/vol; Tris-HCI, pH 6.5; SDS 1 % peso/vol, azul de bromofenol 0.1 %
peso/vol; 2-mercaptoetanol). La mezcla se calenté a 100 oC por 1-2 min. y las proteinas
se separad en gel de SDS/PAGE al 10% bajo condiciones reductoras. Al término de la
electroforesis el gel se transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa Hybond-C. La
membrana se bloqued durante 3 horas con TBS que contenia 5 % de leche
deshidratada desgrasada y Tween-20 al 0.5 %. Después la membrana se incubd con
una dilucién 1/500 de anticuerpos primarios monoclonales de ratéon contra COX1,
COX2, PLA2,TXA2, CYP450 y 5-LOX segun el caso, toda la noche a 4°C con agitacion
constante. La membrana se enjuago tres veces con TBS y se incubd con una dilucion
1/500 de anticuerpos secundarios policlonales de cabra anti IgG-HRP de ratén por tres
horas a temperatura ambiente y se reveo con 3’3’diaminobenzidina y se analizé por

densitofotometria mediante el programa Image Kodak versién 1.1.
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MEDICION DE PROSTAGLANDINAS Y MARCADORES DE INFLAMACION POR
ELISA

Las prostaglandinas y los marcadores de inflamacion se midieron por el método
inmunoenzimatico de ELISA con kits comerciales para 6-keto PGF11, PGE2y el &
isoprostano proporcionados por Cayman Chemical Company., el TNFa y TGFB1 fue
proporcionado por Elabscience y leidas en un lector de micro placas a luz visible de
492/630 nm.

Histologia

Para la histologia, 2 mm de aneurisma aortico se lavaron en 0,9% de NaCl durante 30
segundos. La solucién se decantd después se fijé en amortiguador de fosfatos (pH 7,4)
con formalina al 10% durante 24 horas. Las secciones histolégicas se procesaron
segun los procedimientos histolégicos convencionales y por el método de Weigerts para
fibras elasticas, hematoxilina y eosina, y la técnicas de tricromica de Masson. Las
secciones histoldgicas se analizaron utilizando un microscopio de luz Carl Zeiss (63300
Modelo) equipado con una camara digital Tucsen de 9 megapixeles y el software

TSview 7.1, con una ampliacién de 16x.
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ANALISIS ESTADISTICO

El analisis de los datos obtenidos se realiz6 con ANOVA de dos vias y una prueba pos
hoc de Tukey con un nivel de significancia de p<0.05, mediante el programa Sigma Plot

(SigmaPlot version 11, Jandel Corporation, 1986-2010). Los datos se presentan como

la media + error estandar.
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RESULTADOS

Un total de 14 sujetos con MFS y 6 controles fueron estudiados, la edad promedio
general fue de 40 = 16 afos. La edad en pacientes con SM fue de una mediana de 35
con valor minimo de 16 y maximo de 59 y en los controles de 63 maximo de 72
(P=0.001), la edad y género no tuvo diferencias. Las caracteristicas demograficas se
muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Muestra caracteristicas demograficas de casos y controles.

Global Casos Controles p
n=20 n=14 n=6
Género:
Mujer 11 (55) 10 (71) 1(17) 0.03
Hombre 9 (45) 4(29) 5(83)
Talla:
Mediana 1.70 1.70 1.60 0.02
(Min-Max) (1.5-2.0) (1.6-2.0) (1.50-1.70)
Peso:
Mediana 70 70 70 NS
(Min-Max) (43-106) (43-96) 65-106)
IMC:
Mediana 24 23 27 0.01
(Min-Max) (17-37) (17-33) (24-37)
Glucosa:
Mediana 93 90 102 NS
(Min-Max) (67-166) (67-166) (84-119)
LDL:
Mediana 95 96 101 NS
(Min-Max) (64-154) (64-154) (70-125)
HDL.:
Mediana 36 50 30 0.02
(Min-Max) (13-62) (23-62) (13-36)
Triglicéridos:
Mediana 95 95 98 NS
(Min-Max) (55-288) (56-288) (55-250)
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Tabla 2. Presenta las caracteristicas demograficas de los pacientes en estudio.

No Género Eda Criterios de Ghent 2010 Mutacién Numero total
d Nosologia clinica genética de Criterios
HF Diametro Puntaje de Ghent
Adrtico sistémic
(mm) o]
1 32 - 83 10 pendiente 2
2 43 - 48 8 pendiente 2
3 35 + 25 7 pendiente 3
4 16 + 20.6 7 FBN-1 Exén 3
42
5 38 + 23 7 pendiente 3
6 35 + 76 7 pendiente 3
7 38 - 76 7 pendiente 3
8 22 - 54 7 pendiente 2
9 49 - 37 7 FBN-1 Exon 2
28
10 59 - 69 10 FBN-1 Exon 2
14
1 23 + 17 8 FBN-1 Exon 4
38
12 27 + 63 7 pendiente 3
13 33 - 57 7 pendiente 2
14 53 + 41 9 pendiente 3
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La tabla 3 presenta las concentraciones en pg/mg de proteina de los diferentes
marcadores como; el 8-isoprostano marcador de oxidacion del AA por via no enzimatica
sino por radicales libres, en los pacientes con MFS se observé una tendencia a
incrementarse pero no alcanzé diferencia significativa en comparacion con los sujetos
control, la misma tendencia se observd en con la 6-Keto-PG1a metabolito estable de la
COX1. Sin embargo, la PGE2, TGFB1 y TNFa presentaron incremento significativo en

los pacientes con MFS en comparacién con el control (p=0.3, p=0.05).

Parametros (pg/mg de proteina) Control MFS
8-isoprostano 15.6 £ 4.1 32.2+85
6-keto-PGja 2833.8 £ 893.9 3727.4+ 696.8
PGE; 665.8 £ 101.6 913.9 £49.3*
TGF-B1 985.3 + 230.6 2350.0 £372.5
TNFa 169.2 +36.2 349.2+ 57.3

Tabla 3. Marcadores de inflamacion, estrés oxidante y prostaglandinas vasodilatadoras

y vasoconstrictoras. Control vs. MFS *p<0.04
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La figura 1 muestra que el AA presentd un porcentaje de disminucion estadisticamente
significativo en el homogeneizado de aorta de los pacientes con MFS en comparacién

con los sujetos control (p=0.05).
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La figura 2 muestra que la actividad de las isoformas de las ciclooxigenasas fue
estadisticamente mayor en los pacientes con MFS en comparacion con los sujetos

control (p=0.002).
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En los pacientes con MFS la expresion de la PLA,;, CYP450 y 5-LOX fueron
estadisticamente mayores en comparacioén con los sujetos control (p=0.05, p=0.001 y
p=0.004, Figura 3A, B y C respectivamente).
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La expresién de la COX1 mostr6 en los pacientes con MFS una tendencia a
incrementarse sin alcanzar diferencia significativa en comparacion con los sujetos
control (p=0.08, Figura 4A). Sin embargo, la expresion de la COX2 y TXA2 presento
incremento significativo en los pacientes con MFS en comparacion con los sujetos

control (p=0.05, Figura 4B y C).
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En la figura 5, los paneles A, B y C muestran una fotomicrografia representativa de la
aorta tefida con Hematoxilina, tricromica de Masson y método de Weiger para fibras
elasticas, respectivamente, en sujetos control. Se puede apreciar las fibras elasticas
conservadas en color negro que alternan con fibras de colageno limitadas en marrén
rojizo. Los paneles D, E y F representan fotomicrografias del tejido aértico de pacientes
con MFS. Un aumento en el colageno entre las fibras elasticas rotas y que se separan
y forman cavidades resultantes de la rotura de las fibras elasticas. Estas caracteristicas
corresponden a la presencia de necrosis quistica y sugieren una falta de elasticidad,
engrosamiento y alta desorganizacion de la estructura del lamelar elastica y fibrosis por

exceso de colageno en lospacientes con MFS.
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Figura 5. Fotomicrografia representativa a 16x de la aorta toracica de un sujeto control
(panel A, B y C) en comparacion con la aorta toracica de un paciente con MFS (panel
E, F y G), las diferentes secciones fueron tefidas con las técnicas histologicas de
hematoxilina y eosina, método de Weigert para fibras elasticas y tricromica de Masson.
Abreviaturas; Col = colagena, FE = fibras elasticas, E = endotelio, FQ = fibrosis

quistica, TC = tejido conectivo.
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DISCUSION

El estrés oxidante esta asociado con disfuncién endotelial en pacientes con MFS (16) y
en la aorta de modelos de raton con MFS El estrés oxidante se asocia con disminucion
en la relajacion dependiente de endotelio mediada por 6xido nitrico via eNOS vy esta
alteracidon se asocia a los cambios estructurales adérticos que conducen en parte a la
formacion del aneurismas.

Con excepcion de los eritrocitos, todas las células de los mamiferos sintetizan
eicosanoides (compuestos de 20 carbonos) derivados del AA (20), a través de tres vias:
la de las COXs, la de la LOX y la del CYP450 (21), produciéndose sustancias tales
como las prostaglandinas (PG), las prostaciclinas (PC), los tromboxanos (TX) y los
leucotrienos (LK) (22). En general son muy potentes y tienen efectos fisioldgicos
importantes de diferente naturaleza ya que participan en fendbmenos como produccién
de dolor, fiebre, respuesta inflamatoria, regulacion de la presiéon sanguinea, activacion
plaquetaria e iniciacion de la cascada de la coagulacién. (23) Las PG se generan por la
accion de las COXs sobre el AA; de éstas, existen dos isoenzimas: la COX-1
constitutiva y la COX-2 inducible.

Inicialmente se produce la prostaglandina PGG, muy inestable y la PGH;
vasoconstrictora, asociada a la hipertension por envejecimiento. (24) Posteriormente,
por la accion de la sintasa de prostaciclina se sintetiza la prostaciclina PGl,,
vasodilatadora e inhibidora de la agregacion plaquetaria; por otra parte y por medio de
la sintasa PG se generan una serie de prostaglandinas, en su mayoria
vasoconstrictoras, como la PGFy,. Los tromboxanos (TXA; metabolito inestable y TXB,

metabolito estable), se producen por la accion de la sintasa del tromboxano, también
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son vasoconstrictores y pro-agregantes plaquetarios. (25) ElI AA que se metaboliza a
través e otras vias, como la de la LOX, que da lugar a leukotrienos y la via del CYP450,
por la cual, mediante hidroxilacion y epoxigenacion del AA se generan compuestos del
tipo 20-HETE (vasoconstrictores) y 11,12-EET (vasodilatadores), (26) ésta ultima
parece ser la via preferencial en varios érganos y sistemas, que incluye vasculatura
periférica, estos metabolitos actuan regulando la funcién renal, cardiaca y el tono
vascular.

En los procesos inflamatorios se ha descrito que existe asociacion con el metabolismo
del AA. (27) Los metabolitos de este acido graso pueden intervenir de manera directa o
indirecta en el sistema cardiovascular. Ademas, los prostanoides derivados del
metabolismo del AA participan en la regulacién del tono vascular y la presion arterial.
(28) EIl objetivo del estudio fue determinar la participacion del metabolismo de AA
asociados a factores de inflamacién en la génesis de la dilatacion y diseccion aértica en
los pacientes con MFS.

Los resultados sugieren que los metabolitos del acido araquidonico sintetizados por la
via de las COX-1y 2, contribuyen a la inflamacion crénica observada en el MFS. Se ha
descrito que las isoformas de COX se asocian con la sintesis de TXA, (29) Se ha
descrito que las PG sintetizadas por COX-2 pueden regular la sintesis y liberacion de
angiotensina Il, (27) la cual esta incrementada en modelo de raton con MFS. Los
resultados sugieren que la via metabdlica COX/ tromboxano sintasa esta alterada en
los pacientes con MFS. ElI TXA, es un potente vasoconstrictor que puede ser
sintetizado por el endotelio’ Asimismo los resultados indican deterioro en la funcion
endotelial en modelos de ratén con MFS se ha demostrado un incremento de PGE2.

(30) Se ha descrito que la PGE; y el TXA; incrementan la transcripcién de colagena
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tipo IV, laminina y fribronectina, proteinas involucradas en el engrosamiento de la capa
subendotelial aortica, caracteristica predominante en el anaurisma aortico.

Nuestros resultados evidencian incremento en la PGE; en los pacientes con MFS.

La porcentaje de AA en los homogeneizados de aorta de pacientes con MFS disminuyo
en comparacion con los sujetos control; resultados previos de nuestro laboratorio ya
han descrito que otro acido graso como el oleico esta involucrado en la participacion de
la formacién del aneurisma aodrtico en los pacientes con MFS, estos resultados
muestran que el AA también esta involucrado, principalmente el decremento es debido
a que una parte esta siendo oxidada por radicales libres y otra parte se esta utilizando
por las COXs, TXA2 CYP450 4A y 5-LOX. Para producir eicosanoides involucrados en
la regulacion de tono vascular aortico. Ademas se ha demostrado que los metabolitos,
productos de la actividad de la COX-2 sobre el acido araquidénico, pueden incrementar
la actividad del sistema renina angiotensina (31) un aumento de angiotensina Il
contribuye a la elevacion de la presion arterial sistolica y al dafio endotelial adrtico en el
MFS. Asi mismo, los cambios en disminuciéon del porcentaje del AA se deben a la
alteracion en la expresion de la PLA,, enzima clave en la liberacion del AA de los
fosfolipidos de la membrana celular.

Se han asociado los metabolitos estables de COX-1 y 2 como el 6-keto-PGF4, y la
PGE; al decremento y al incremento, respectivamente, de la presion arterial sistélica
(32) y al dafio endotelial en modelos experimentales de MFS.

Los resultados sugieren que en los pacientes con MFS presentan alteracion del
metabolismo del AA, favoreciendo o disminuyendo la sintesis de prostaglandinas vaso

activas involucradas en la regulacion de la funcion endotelial y como consecuencia, el
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deterioro de la funcién aortica asociado a desarrollo del aneurisma. Ademas los
resultados sugieren que la via de las isoformas de COX/tromboxano sintasa se
encuentra alterada y se desvia en el MFS a una mayor sintesis y liberaciéon de PGE;

que de 6-keto-PGF,.

CONCLUSION

En el tejido adrtico de pacientes con sindrome de Marfan existen factores inflamatorios
aunados a los factores genéticos que predisponen a la disfuncion endotelial aodrtica.
Hay disminucién del metabolismo del AA el cual favorece la disminucién de la sintesis
de prostaglandinas vasoactivas conduciendo a un incremento de tromboxano sintasa, lo
cual desvia a una mayor sintesis de PGE2 que de 6-keto-PGF1a y, por lo tanto, de
vasodilatacion.

La evidente pérdida de homeostasis en estos mecanismos confirma que existe una
participacion de la via del acido araquidénico. Esto sugiere que el crecimiento adrtico y
la diseccion adrtica pueden ser secuencias progresivas secundarias a la desregulacion
de la funcién endotelial, el involucro importante de los factores de inflamacion y la

pérdida de la funcion endotelial de la aorta.
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