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ABREVIATURAS

BMP2 - Proteina Morfogenética de hueso tipo 2
BMP4 — Proteina Morfogenética de hueso tipo 4
CML - Células de musculo liso.

EAC - Enfermedad aterosclerosa coronaria.

EAo - Estenosis adrtica

EAT Epicardial Adipose Tissue

IL-6 Interleucina 6

OPN — Osteopontina

OPG - Osteoprotegerina

ON- Osteonectina

PAI-1 Activador del inhibidor del plasmindgeno 1.
PAT - Tejido adiposo paracardiaco

RNAm — Acido Ribonucleico mensajero

TAM - Tejido adiposo marron

TAB - Tejido adiposo blanco

TAE - Tejido adiposo epicardico

TAV — Tejido adiposo visceral

TC — Tomografia computada.

TRAIL — Ligando inductor de apoptosis relacionado a TNFa
TNFa — Factor de necrosis tumoral alfa

VTAE - Volumen de tejido adiposo epicardico
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RANK - Ligando del receptor activado del factor nuclear Kb
GAPDH - Gliceraldehido fosfato deshidrogenasa
WAT - White adipose tissue

SCC - Score de Calcio coronario
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INTRODUCCION

La correlacion que existe entre el tejido adiposo epicardico (TAE) y enfermedad
aterosclerosa coronaria (EAC) sugiere una relacién causal entre ambos. Estudios
anatdmicos han demostrado que el TAE invade la adventicia e incluso la media de las
coronarias en ciertas secciones y esta por lo tanto en contacto directo con la media del
vaso. La experiencia del departamento de cirugia del INC revela que las lesiones
aterosclerosas se ubican siempre donde hay tejido adiposo adyacente a la arteria y nunca
donde la arteria incursiona en el miocardio. La aterosclerosis es un proceso inflamatorio
en sus etapas tempranas. Sin embargo, no siempre es vdlido presuponer que la

inflamacidn sistémica produce lesiones aterosclerosas.

De tal manera que la inflamacién en la aterosclerosis debe ser de tipo local y por lo tanto
esta promovida por los tejidos adyacentes al sitio de la lesidon. La mayoria de las lesiones
aterosclerosas calcifican y el grado de calcificacion determinado por tomografia
computada (TC) correlaciona con la incidencia de eventos coronarios. Sin embargo, la
contribucién del TAE en el desarrollo de lesiones aterosclerosas y su calcificaciéon no esta
bien definida. La calcificacion de la placa aterosclerética guarda estrecha relacién con
sustancias calcificantes, anticalcificantes y relacionadas con la inflamacién, por lo tanto se
busca establecer si las células del tejido adiposo epicardio producen esta moléculas y si su
patron secretor guarda alguna relacién en pacientes con EAC conocida. En conclusién la
propuesta tedrica radica en si el TAE actia como un érgano pardacrino que favorece el
proceso inflamatorio local y secreta proteinas que favorecen el depédsito de calcio en las

coronarias.



MARCO TEORICO

La correlacion que existe entre el tejido adiposo epicardico (TAE) y enfermedad
aterosclerosa coronaria (EAC) sugiere una relacién causal entre ambos. Estudios
anatdmicos han demostrado que el TAE invade la adventicia e incluso la media de las
coronarias en ciertas secciones y esta por lo tanto en contacto directo con la media del
vaso. La experiencia del departamento de cirugia del Instituto Nacional de Cardiologia
Ignacio Chavez revela que las lesiones aterosclerosas se ubican siempre donde hay tejido

adiposo adyacente a la arteria y nunca donde la arteria incursiona en el miocardio.

Aterosclerosis

La enfermedad arterial coronaria es una de las mas causas mds importantes de muerte a
nivel mundial y la calcificacién coronaria es uno de los mejores indicadores de esta
enfermedad. Los depdsitos de calcio en la vasculatura estdn mediados por complejos

mecanismos que producen calcificaciones en la intima y en la media de las arterias. [1-2].

La aterosclerosis es un proceso inflamatorio en sus etapas tempranas. En el proceso de
aterosclerosis, factores inflamatorios inducen diferenciacién osteogénica en la intima del
vaso, sin embargo, no siempre es valido presuponer que la inflamacion sistémica produce
lesiones aterosclerosas. De tal manera que la inflamacién en la aterosclerosis debe ser de
tipo local y por lo tanto esta promovida por los tejidos adyacentes al sitio de la lesion. [3-

8]

La mayoria de las lesiones aterosclerosas calcifican, y el grado de calcificacién
determinado por tomografia computada (TC) correlaciona con la incidencia de eventos

coronarios. [9]

La enfermedad aterosclerosa coronaria (EAC) involucra una serie de eventos celulares que
culminan con el desarrollo de fibrosis y calcificacion, y la consecuente reducciéon de la luz

del vaso sanguineo que da lugar a los sintomas clinicos. [1,8,9]



Biomoléculas implicadas en la calcificacion de la placa aterosclerdtica.

La calcificacidon de la placa aterosclerdtica guarda una estrecha relacidén con la osteopontina
(OPN) y esta proteina esta relacionada con la gravedad de las lesiones, la principal fuente de
ella son los macrdéfagos infiltrados pero no la Unica. La OPN es otra proteina que puede tener
una contribucion en el proceso de calcificacién [10-12]. Fue identificada por primera vez en

hueso y hallada después en diversos tejidos, entre ellos los vasos sanguineos.

Se trata de una glicoproteina de 44 kD que tiene una alta afinidad por la hidroxiapatita y
parece jugar un papel importante en la modulacion de los tejidos calcificados [13]. Diversos
estudios han demostrado una asociacion entre la OPN vy la calcificacion de la placa
aterosclerdtica, y se ha postulado que la principal fuente de OPN son los macrdéfagos
infiltrados, aunque las células endoteliales y del musculo liso [11] también participan en la

sintesis de OPN en el ateroma.

No obstante, se desconoce si otros tipos celulares como los adipocitos epicardicos
contribuyen a la calcificacién de la placa por medio de la sintesis de OPN; la relacién del
VTAE y el SCC determinado mencionada previamente [15-18] sugiere que el TAE puede en
efecto tener una contribucion pardcrina importante en la calcificacién de las arterias

coronarias.

La OPN participa también en la induccién de sefiales inflamatorias en adipocitos humanos
interfiriendo con su funcién. La principal funcién del tejido adiposo es el almacenamiento de
energia, principalmente en forma de grasa, de cuya cantidad depende la sensibilidad de los
adipocitos a la insulina; la OPN es un factor que puede contribuir a la resistencia a la insulina
en pacientes que presentan obesidad por accion directa en los adipocitos [19], aumentando

asi el riesgo de la enfermedad aterosclerosa coronaria y posiblemente la calcificacidn.



Por otro lado, OPN tiene actividad inflamatoria per se, ya que estimula la actividad del TNFa
que a su vez induce la expresidon de genes pro-calcificantes como BMP2 la cual induce la
diferenciacién osteogénica de las CML e inhibe la secrecién de proteinas de matriz
anticalcificantes, razén por la cual la OPN interviene también en enfermedades

inflamatorias, enfermedades con fondo autoinmune y cancer. [11] (Figura 1)

La osteonectina (ON) es otra de las proteinas implicadas; esta sustancia tiene accién
anticalcificante y la relacion que se ha visto entre el volumen del TAE y el SCC presupone que
el TAE puede estar expresando estas proteinas. Ademads, es posible que el TAE también
produzca biomoléculas que participan en la inflamacién como IL6, IL1f y TNFa lo que
culmina con la calcificacion de la lesién. La ON como proteina involucrada en la modulacién
de la calcificacién es una glicoproteina de 38 kD que tiene una gran afinidad por el calcio, por
la hidroxiapatita y por el colageno tipo I. (Figura 1) En contraste con la OPN, la expresién de
ON tiende a disminuir en las placas ateromatosas calcificadas, sugiriendo que esta proteina
tiene una funcién anti-calcificante [15,19]. Algunos estudios han demostrado una correlacién
inversa entre de la expresiéon de ON vy la incidencia de aterosclerosis [20]. De esta manera,
mas alld de una sobre- o sub-expresidn de estas proteinas, es posible que la calcificacion sea
consecuencia de un desbalance en la relacién osteopontina-osteonectina; sin embargo esta

posibilidad no ha sido explorada.

El TAE contribuiria a la calcificacién de la placa por medio de la sintesis de OPN, ya que la
relacion que se ha visto entre el volumen del TAE y el score de calcio coronario en otros
estudios hace pensar que asi es. Ademas, la OPN estimula por si sola al TNFa perpetuando

la inflamacion.

Asimismo, el TAE puede expresar osteoprotegerina (OPG) que es una importante proteina
protectora mediada por HDL. La OPG bloquea la funcion de ligandos como RANKL (Ligando
del receptor activado del factor nuclear kB) y TRAIL (Ligando inductor de apoptosis
relacionado a TNFa), receptores que al activarse inducen la expresion de BMP4 y asi

estimula la calcificacién de CML mediante diferenciacion osteogénica. [11]



La etiologia de la calcificacién del ateroma no esta bien definida, pero se ha demostrado que
los niveles séricos bajos de C-HDL se asocian con la rapida progresién del proceso [21]. No
obstante, la funcién de las HDL en la calcificacién del ateroma no ha sido propiamente
estudiada; sin embargo, se tienen algunos indicios de un papel protector de las HDL contra la
calcificaciéon extra-dsea a partir de observaciones realizadas en calcificaciéon valvular. En
analogia con la EAC, estudios previos han demostrado la presencia de VLDL, LDL, apo B100,
apo E y LDL oxidadas en valvulas adrticas estendticas calcificadas [22-24]. Asimismo, conejos
hipercolesterolémicos a los que se les infundié apo Al, principal apolipoproteinas de las HDL,

se benefician de una atenuacion de la calcificacion valvular [25].

El mecanismo anticalcificante de las HDL se ha sugerido que esta relacionado con el hecho
de que las HDL incrementan la secrecién de OPG, una proteina antagonista de RANKL, a la

cual se le atribuye participacion en la calcificacién [26].

Por otro lado, también observaron que las HDL son capaces de reducir la expresion de RNAm
de TNFa por las células vasculares. El TNFa tiene acciones pro-inflamatorias y pro-fibrética y
es capaz de inducir la formacién de nddulos calcificados en miofibroblastos valvulares en
aorta [26]. Por lo anterior, es factible suponer que la atenuacién de la expresion de TNFa por

las HDL puede proteger a las arterias coronarias contra la calcificacion. (Figura 1)
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Figura 1. Diagrama esquematico del papel de OPN, OPG y TNFa proteinas secretadas por
el TAE. La OPN promueve el desarrollo de la placa aterosclerdtica a través de la accién
quimiotactica en los monocitos/macrofagos y células T. El TNFa induce la produccién de
moleculas de adhesidn y proteinas que estimulan la diferenciacion osteogénica de las
CML: OPG atenua la progresion del ateroma al interactuar con RANKL y TRAIL, inhibiendo
la formacion de sitos de nucleacion. Las lineas moradas indican la secresién de OPN, OPG
y TNFa por el TAE. La linea punteada corresponde a la diferenciacién que sufre el
monocito y las CML; las lineas azules muestran la direccién del evento siguiente al
interactuar con su ligando; las lineas verdes representan la estimulacién del TNFa y la
oxidacion del LDL en las células endoteliales; las lineas negras muestran el producto de la
estimulacion o la unién de la interaccion ligando-receptor. OPN osteopontina, OPG
osteoprotegerina, TAE tejido adiposo epicardico, TNFa Factor de necrosis tumoral alfa,
TRAIL Ligando del inductor de apoptosis relacionado a TNFa, RANKL Ligando del receptor
activado del factor nuclear kB, BMP2 Proteina morfogenética del hueso tipo 2, BMP4
proteina morfogenética de hueso tipo 4, DR5 Receptor de muerte tipo 5, ROS Especies
reactivas de oxigeno, LDLox Lipoproteinas de baja densidad oxidadas. [47]
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Tejido adiposo como drgano enddcrino

Originalmente se consideraba solo un érgano de depdsito de triglicéridos, sin embargo, en
la dUltimas décadas dejo de considerarse como un dérgano inerte y es desde 1994 con el
descubrimiento de la leptina, un pequeno péptido preinflamatorio del cual su principal
productor es el tejido adiposo subcutaneao; que se postulo la actividad endocrina de este
tejido. El tejido adiposo es un dérgano metabdlicamente dinamico capaz de sintetizar
diversos componentes bioldgicos que regulan la homeostasis metabolica, las funciones
fisiolégicas mas significativas del tejido adiposo blanco (WAT White adipose tissue) son
regulacién del apetito, coagulacidn, capacidad inmunoldgica, regulacidon del metabolismo
de la glucosa, reproduccién, angiogénesis, fibrindlisis, homeostasis del peso corporal y

control del tono vascular. (Figura 2). [49]

Coagulation
Vascular
tone control Immunity
Appetite
Others regulation
( \
]
Body ~ WAT
weight , ) Glucose
homeostasis and lipid
metabolism

Fibrinolysis o .
Reproduction

Angiogenesis

Figura 2. Funciones fisiologicas mads importantes del tejido adiposo. [49]

El tejido adiposo esta compuesto no solo de adipocitos sino de células que componen el

estroma vascular entre estos: eritrocitos, células endoteliales, pericitos y células
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precursoras de adipocitos. Ademas, el tejido adiposo no es uniforme en su composicién,
ya que depende de la localizacién en el cuerpo su capacidad de secretar adipocitocinas.

[49]

El tejido adiposo se divide en 2 grandes categorias que difieren en su actividad fisioldgica,
tejido adiposo blanco (TAB) y tejido adiposo marrén (TAM). EI TAM es un tejido de
distribucién dispersa en el organismo y su papel en los mamiferos es de termogénesis,
particularmente importante en los neonatos [9]. Por otra parte, el tejido adiposo
subcutaneo y visceral son dos tipos de TAB; el primero, a pesar de ser metabdlicamente
menos activo que el segundo, se considera un érgano de almacenamiento de triglicéridos
gue provee de acidos grasos libres durante los periodos de ayuno prolongado, inanicidn, o
durante el ejercicio. El tejido adiposo visceral (TAV) es mds activo metabdlicamente y en
su actividad enddcrina que el anterior [27], el TAV secreta altas concentraciones de IL-6 y
PAI-1 activador del inhibidor del plasminégeno 1, en cambio el tejido adiposo subcutaneo

otro tipo de TAB secreta altas concentraciones de leptina y adiponectina.

La habilidad del tejido adiposo de secretar hormonas lo coloca como el tejido endécrino
mas grande del ser humano, y su naturaleza pleiotrdpica se basa en la capacidad de los
adipocitos de secretar hormonas, factores de crecimiento, enzimas, citosinas, factores del

complemento y proteinas de matriz celular.

El tejido adiposo se encuentra inmerso en complejas vias de sefializacion endocrina
(senales que viajan a través del sistema circulatoria a todo el cuerpo) paracrina (senales
gue viajan entre células vecinas y cercanas) y autdcrina ( efiales que solo afectan a células

del mismo tipo). [49,50]

Ademas de leptina, el tejido adiposo secreta otras hormonas; algunas de manera exclusiva
como la adiponectina la cual presenta una fuerte correlacion negativa entre los niveles
plasmdticos y la cantidad de grasa en el ser humano. La adiponectina mejora la
sensibilidad a la insulina, estimula la oxidacion de acidos grasos y la captura de glucosa en

el musculo esquelético y el mismo tejido adiposo. [49]
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El incremento de los niveles de TNFa en la obesidad puede ser debido a la infiltracién del
tejido adiposo por macréfagos ya que estos se encuentran en altas concentraciones en el
TAV, el TNFa se encuentra implicado en la patogénesis de la resistencia a la insulina ya
que altera las vias de sefializacion en el hepatocito y en el tejido adiposo [49]. Otra
molécula producida en el tejido adiposo es la IL-6 de la cual el 30% de la molécula
circulante se origina del tejido adiposo, los niveles elevados se asocian a enfermedad
coronaria, aterosclerosis y angina inestable. Por otro lado, importantes factores
involucrados en los eventos microvasculares como el PAI-1 incrementa
proporcionalmente al TAV y altera la capacidad del sistema fibrinolitico natural lo que

incremente el riesgo de enfermedades cardiovasculares. [49]

Tejido adiposo epicardico y aterosclerosis

A pesar de que no hay una definicion universalmente aceptada, el tejido adiposo
epicdrdico (TAE) puede ser considerado un tercer tipo de TAB [27]. La terminologia que se
ha utilizado para designar a los depdsitos de grasa alrededor del corazén es diversa y con
frecuencia produce confusién. En términos generales, el tejido adiposo pericardico esta
constituido por los depdsitos de tejido adiposo ubicados por fuera del pericardio visceral,
es decir el tejido adiposo epicardico TAE y en la superficie del pericardio parietal, es decir
el tejido adiposo paracardiaco en consecuencia el TAE es una fraccion del tejido adiposo

pericardico. [29] (Figura 3)

14



Figura 3. Tejido adiposo epicardico ( EAT Epicardial adipose tissue)
Y tejido adiposo paracardiaco ( PAT paracardial adipose tissue )
separados por el pericardio parietal (flecha) en una TC de corazén. [29]

El TAE para los fines del presente protocolo de investigacién, se define como el depdsito de
grasa intrapericardica que se localiza entre el miocardio y el pericardio visceral alrededor de

los lechos coronarios [28,29]

La relacion del tejido adiposo abdominal y el riesgo cardiometabdlico ha sido
extensivamente analizado [28] y debido a que la obesidad se relaciona fuertemente con
enfermedades cardiovasculares, los pacientes obesos con frecuencia requieren cirugia
cardiaca. La obesidad definida como IMC >30 esta relacionada a mayor comorbilidad
relacionada a DM2 e HAS en comparacién con pacientes con peso normal, asi mismo con
mayor frecuencia presentan neumonia, ventilacidn mecdnica prolongada, mediastinitis y
lesion renal, por lo que los pacientes con IMC >30 tiene 1.57 veces mayor mortalidad que los
pacientes con IMC normal ademas el costo de hospitalizaciéon es 17.5% mayor en estos
pacientes [48]. De esta manera la cantidad de tejido adiposo en el paciente con

enfermedades cardiovasculares impacta en diversas esferas.

Sin embargo, también la acumulacion de grasa en otros tejidos tiene implicaciones
importantes sobre el riesgo de aterosclerosis. Varios estudios han investigado el impacto de

la acumulacién de grasa en sitios ectdpicos incluyendo al TAE [28,29].
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El TAE puede representar hasta el 20% de peso ventricular en el corazéon humano [30] y su
funcién es actuar como un amortiguador de acidos grasos libres en sangre, almacenandolos

o liberandolos hacia el miocardio cuando los requerimientos del tejido aumentan.

El TAE puede generar diversas biomoléculas que participan en la inflamacién como IL-6, IL-
1B, TNFa y adipocinas como adiponectina y leptina como ya se mencioné previamente. [31-

33]

Sin embargo, no se ha encontrado correlacién entre el TAE y los niveles plasmaticos de las
citocinas que produce [33,34] sugiriendo que la accidn de éstas ocurre a nivel local y no
sistémico. De esta manera, es posible que el TAE tenga funcidon de érgano paracrino. A
medida que el volumen de la grasa epicardica aumenta, las coronarias se recubren o yacen
entre el TAE y el miocardio. El tejido adiposo puede incluso penetrar en el tejido conectivo
de las fibras musculares cardiacas e invadir la adventicia de las coronarias, quedando

yuxtapuesto al musculo liso arterial [7].

La experiencia de los cirujanos cardiovasculares del INC indica que hay segmentos de la
coronaria que estan libres de aterosclerosis y este hecho se asocia con la ausencia de tejido

adiposo en dichos segmentos.

En este sentido, se ha demostrado por tomografia computarizada que existe aterosclerosis
exacerbada en los segmentos de las coronarias donde el tejido adiposo es abundante; en
contraste, en los segmentos de las coronarias que incursionan en el miocardio, donde no se
encuentran adyacentes al tejido adiposo, estan libres de aterosclerosis [35]. El TAE se
encuentra incrementado en pacientes con enfermedad arterial coronaria, y estd asociada
con la severidad de la enfermedad y con la calcificacién coronaria [15]. Las adipocinas y
citosinas sintetizadas por el TAE pueden actuar localmente en la vasculatura coronaria
adyacente, agravando la inflamacion de la pared del vaso y estimulando la progresién de la

aterosclerosis que culmina en la calcificacion de la lesion. [36].

Diversos estudios han puesto de manifiesto una relacion estadistica entre el volumen de la
grasa epicdrdica y la presencia de aterosclerosis coronaria, dando soporte a esta hipdtesis
[16,29].
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Todas estas observaciones en su conjunto sugieren un papel activo del TAE en el desarrollo
del ateroma. Por otra parte, estudios recientes demostraron que el volumen del TAE
correlaciona con el grado de calcificacidon coronaria determinados ambos por tomografia
computarizada [17,18] y con la severidad de la enfermedad coronaria incluso después de
ajustar por calcio coronario [37]. Sin embargo, en otros estudios esta relacion no se ha
confirmado [38]. Por lo tanto, la relacidon entre el TAE y la aterosclerosis coronaria sigue
siendo controversial. En consecuencia, es fundamental explorar los mecanismos que podrian
relacionar al TAE con el desarrollo del ateroma, asi como los factores que regulan la

comunicacion cruzada entre los tejidos implicados.

En conjunto con toda la evidencia presentada es posible que el tejido epicardico se
encuentre involucrado en el proceso ateroscleroso y probablemente tenga un efecto mas
importante que el tejido adiposo visceral por su cercania a los vasos afectados. De esta
manera, surge la necesidad de caracterizar al tejido adiposo epicardico en cuanto a la
expresion de genes involucrados en la calcificacién tales como la osteopontina y
osteonectina, osteoprotegerina asi como la expresién de citocinas relacionadas con la

inflamacién que puedan exacerbar el proceso aterosclerdtico.

Para los fines de esta tesis, se decidid conformar el grupo control con pacientes con
estenosis adrtica sin lesiones coronarias significativas. La razén de incluir a este tipo de
pacientes fue la posibilidad de obtener la muestra correspondiente de TAE ya que serian
intervenidos quirdrgicamente debido a su patologia de base. Por otra parte estudios
histopatolégicos han demostrado que la enfermedad aortica valvular comparte diversos
factores de riesgo clinico y hallazgos con la aterosclerosis como la infiltracién lipidica y la
activacion de vias inflamatorias. [39,40]. Sin embargo el érgano blanco de la lesion es
diferente, en los pacientes adrticos las lesiones calcificadas se encuentran distantes al
TAE. Estas caracteristicas hacen a los pacientes con estenosis aortica un grupo adecuado

de comparacién con pacientes con EAC conocida para el propdsito de esta tesis.
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Inflamacidn y calcificacion en el proceso ateroscleroso

La aterosclerosis comienza con dafio endotelial que aumenta su permeabilidad, lo que
facilita la penetracion de lipoproteinas de baja densidad (LDL).

Las LDL atrapadas en el espacio subendotelial, se oxidan dando lugar a lipoperdxidos que a
su vez actian como factores quimiotacticos para monocitos. De esta manera se
desencadena el proceso inflamatorio mediado por macrdéfagos, que se perpetlda ante la
incapacidad de estas células para degradar el colesterol de las LDL. El tejido adiposo es
conocido por producir y secretar una variedad de adipocinas pro-inflamatorias y pro-
aterogénicas que actuan a nivel local y sistémico, como se menciond previamente [41].
Ademas, las citocinas que produce el TAE desencadenan un proceso inflamatorio en la pared
arterial in vitro y ex vivo que culminan con la calcificacién de la lesidn [42]. De esta manera,
la inflamacion se resuelve con la remodelacién del vaso que implica el depdsito de tejido
fibroso y de calcio en la lesidn [43]; sin embargo, las moléculas implicadas en estos procesos
no se conocen con precisiéon. La mayor parte de los ateromas contienen calcio, el cual
representa hasta un 20% del volumen de la lesidn. Asi, se ha observado que los pacientes
con un incremento en la carga de calcio de la placa tienen aproximadamente 10 veces mas
probabilidades de sufrir eventos cardiacos en los siguientes 5 afios. La calcificacién de la
placa aterosclerosa es de inicio temprano, alrededor de la segunda década de la vida, justo
después de la estria grasa. Por esta razon la aterosclerosis subclinica puede ser detectada
por imagen basada en tomografia computada (CT) de la calcificacién coronaria (CAC
utilizando el puntaje de Agatston; se ha sugerido que este procedimiento mejora la

evaluacién temprana del riesgo coronario [44-46].
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JUSTIFICACION

La caracterizacién del tejido adiposo epicardico a nivel de la expresidon de las proteinas
involucradas en la calcificacion ha sido poco estudiada, a pesar de que esta caracterizacion
permitiria la participacion de este tejido en el desarrollo de la enfermedad aterosclerosa
coronaria y posiblemente establecer nuevos marcadores de riesgo de EAC. La etiologia de la
calcificaciéon en la enfermedad aterosclerosa es aun poco conocida; varios estudios han
puesto de manifiesto una relacion estadistica entre el volumen de la grasa epicardica y la
presencia de aterosclerosis coronaria, dando soporte a esta hipdtesis [22-26]. Todas estas
observaciones en su conjunto sugieren un papel activo del TAE en el desarrollo del ateroma
y es importante investigar el impacto de esta acumulacién de grasa ectdpica: asi,
proponemos al tejido adiposo como un érgano paracrino. Debido a que se desconoce si la
informacién que arrojan las herramientas actuales para la cuantificacién de TAE, como la TC
permite evaluar el potencial pro-calcificante de este tejido, el RNAm es un mejor indicador
del nivel de expresion ya que se mantiene en las células como un marcador de activacién
genética, ya que cabe destacar que la OPN, OPG, ON, TNFa, son proteinas de secrecién y por
lo tanto no es valido cuantificar la proteina en el tejido aislado. Por lo tanto, la cuantificacion
plasmdtica de estas proteinas puede producir confusidn ya que varios tejidos las producen.
En este caso, el RNAm es un mejor indicador del nivel de expresion ya que no
necesariamente existe una relacidon entre la concentracion plasmatica de las proteinas (si es
detectable) con la produccién local en el TAE. La evaluacion del riesgo cardiovascular se
podria mejorar sustancialmente por lo que es fundamental explorar los mecanismos que
podrian relacionar al TAE con el desarrollo del ateroma, asi como los factores que regulan la
comunicacidn cruzada entre los tejidos implicados. De esta manera, surge la necesidad de
caracterizar al tejido adiposo epicardico en cuanto a la expresion de genes involucrados en la
calcificacion tales como la OPN, ON y OPG, asi como la expresidn de citocinas relacionadas
con la inflamacién que puedan exacerbar el proceso aterosclerdtico. Se ha sugerido que el
proceso de calcificacion depende en gran medida de la expresién de OPN, mientras que
puede ser atenuado por la ON, OPG, y las HDL. La etiologia de la calcificacion en la

enfermedad aterosclerosa es aun poco conocida, y se han asociado alteraciones de ciertas
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proteinas relacionadas con el depdsito de calcio y la aterosclerosis y la caracterizacién del
TAE a nivel de la expresion de las proteinas involucradas en la calcificacién permitira
posiblemente establecer nuevos marcadores de riesgo de EAC. De tal manera, un desbalance
entre los factores pro- y anti-calcificantes provenientes del TAE favorecerian el proceso, pero
no existe suficiente evidencia experimental en esta drea del conocimiento. La evaluacién del

riesgo cardiovascular se podria mejorar sustancialmente.
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PROPUESTA TEORICA

El tejido adiposo epicardico actia como un drgano paracrino que favorece el proceso
inflamatorio local y secreta proteinas que favorecen el depdsito de calcio en las

coronarias. Ambos procesos redundarian en un proceso ateromatoso exacerbado.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Esta incrementada la expresion local del RNAm de genes relacionados con la expresion
de moléculas de calcificacion e inflamacién en el TAE en los sujetos con lesiones
aterosclerosas y esto correlaciona con el score de calcio coronario y con el volumen de
tejido adiposo epicardico en comparacion con los pacientes con estenosis aortica como

grupo control?
HIPOTESIS

Existe un desbalance en la relacion OPN-ON-OPG asociado a la expresion exacerbada de
citocinas pro-inflamatorias en el tejido adiposo epicdrdico lo que determina el grado de

calcificacién del ateroma coronario y la gravedad de la enfermedad coronaria.

OBIJETIVO

Determinar los niveles de expresién del RNAm de OPN, ON, OPG, TNFa, BM2 y BMP4 en el
TAE, y establecer si se asocian con el score de calcio coronario y el volumen del tejido

adiposos epicardico estimado por tomografia computarizada en ambos grupos.
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MATERIALY METODOS

Se realizé un estudio de investigacidn basico-clinica, con un disefio transversal, prolectivo,
comparativo de casos y controles. El grupo de casos se conformd con pacientes que
ingresaron al servicio de hospitalizacion, con indicacién quirdrgica de revascularizacién
coronaria y con estudio de angiografia previa a la cirugia, el grupo control se conformé por
pacientes que ingresaron al servicio de hospitalizacidon, con diagndstico de EAo con

indicacion de cambio valvular y sin coronariopatia asociada.

La muestra de TAE de 1 cm?® se obtuvo durante la cirugia previa autorizacion y carta de
consentimiento informado. Se realizé6 TC de térax simple previo a la cirugia y carta de

consentimiento informado previo reclutamiento.

Criterios de inclusion

El grupo de sujetos de estudio se integrd por 10 pacientes de sexo masculino que ingresaron
al servicio de hospitalizacién, con indicacién quirdrgica de revascularizaciéon coronaria y con

estudio de angiografia previa a la cirugia.

El grupo control se integré por 10 pacientes que ingresaron al servicio de hospitalizacion,
con diagnéstico de estenosis aortica importante sin coronariopatia asociada, e indicacién
quirdrgica para cambio valvular (con area valvular adrtica menor o igual a 1 cm?, con
velocidad a través de la valvula medido por ecocardiografia mayor a 4 m/s, y gradiente
medio entre 40 y 50 mmHg, o bien gradiente pico-pico mayor o igual a 50 mmHg por
cateterismo). El tamafio muestra es por conveniencia debido a que no existen antecedentes

suficientes al respecto para un cdlculo estadistico de la n.

Los pacientes fueron informados y aquellos que estuvieron de acuerdo en participar,

firmaron la carta de consentimiento correspondiente (Anexo).

Criterios de exclusion

Diabetes mellitus

Insuficiencia renal (creatinina > 1.5mg/dL)
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Hiperpartatiroidismo o alteraciones conocidas del metabolismo de calcio
Distiroidismo
Pacientes con stents o cirugias cardiacas previas.

Pacientes con descompensacion de su cardiopatia.

Tomografia computada

Previo a la cirugia, se tomd una TAC multicorte de coronarias, en donde se evalué el score de
calcio de las coronarias [36] asi como de la valvula aortica, también se estimé el espesor de
la grasa epicdrdica. Las imagenes de las arterias coronarias fueron adquiridas en un equipo
de tomografia computada de doble fuente de 128 cortes (Somatom Definition Flash128x2,
Siemens, Forcheim, Alemania) siguiendo los pardmetros de adquisicién de exploraciéon
recomendadas. La mejor fase cardiaca diastdlica fue seleccionada para la reconstruccion de
la imagenes, que fueron analizadas en una estacién de trabajo dedicada utilizando el
software del score de calcio (Calcium Scoring, Siemens, Alemania). El software emplea un
umbral de atenuaciéon de 130 unidades Hounsfield y un minimo de 3 de pixeles contiguos
para la identificacion de una lesién calcificada. Imagen sugestiva de calcio se calificd con el
algoritmo desarrollado originalmente por Agatston et al. [36]. El total score de calcio se
determiné sumando las puntuaciones individuales de la lesion de cada una de la arterias
principales (tronco izquierdo, descendente anterior, circunfleja izquierda y coronaria

derecha).

Obtencion y manejo de las muestras

Durante el procedimiento quiridrgico al que fueron sometidos los pacientes, se obtuvo una

muestra de tejido adiposo epicardico de 1 cm® aproximadamente del surco auriculo-

ventricular derecho, entre 3 y 4 cm del nacimiento de la arteria coronaria. Las muestras se
. . s .7 .z ™

colocaron inmediatamente después de su obtencion en solucion RNAlater'™ y trasportadas

dentro de las dos horas siguientes al departamento de Biologia Molecular en donde se

procesaron.
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Medidas antropométricas y parametros bioquimicos

Las medidas antropométricas fueron tomadas durante el ingreso previo a la cirugia y estas
incluyeron: peso corporal, estatura, circunferencia de cintura, medida a nivel del ombligo,
presién sanguinea, frecuencia cardiaca. Los parametros bioquimicos que se analizaron
fueron: colesterol total, triglicéridos, colesterol de HDL, glucosa plasmatica calcio, fosfato y
magnesio, perfil tiroideo y hepatico por métodos colorimétricos comerciales y se llevaron a
cabo en el laboratorio central del INC. Se cuantificaron ademas por métodos

inmunoenzimaticos comerciales el TNFa.
PCR en tiempo real

El RNA total fue extraido con el kit comercial RiboPure™RNA Purification Kit (Ambion, Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) siguiendo las especificaciones del fabricante. El tejido
adiposo epicardico fue homogeneizado en trizol (100 mg de tejido por 1 mL de Trizol) y
posteriormente centrifugado para eliminar la capa de lipidos que se forme en la
superficie. El homogenizado fue separado y mezclado con cloroformo para extraer la fase
acuosa, ésta se mezcld posteriormente con etanol y se transferiéd inmediatamente a un
tubo colector con filtro. El etanol fue desechado al centrifugar el tubo colector y mediante
la adicion posterior de la solucidn de lavado. RNA total presente en el filtro fue eluido con
agua libre de nucleasas. EIl RNA obtenido fue cuantificado espectrofotométricamente a
260/280nm y la calidad de éste se evalud a través de geles de agarosa al 1%. La sintesis de
cDNA se llevé a cabo a partir de 1 ug de RNA total utilizando el kit comercial SuperScript®
VILO™ cDNA synthesis (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) siguiendo las

especificaciones del fabricante.

La expresidn de los genes se realizé a través de PCR en tiempo real utilizando TagMan®
Gene Expression Assays (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) y el ABI 7300 Real Time

PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), bajo condiciones de amplificacién
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estandar. Estudios piloto de nuestro laboratorio en muestras de tejido adiposo validaron

como método de cuantificacion relativa el método 24

utilizando como gen enddgeno
GAPDH . La expresién de los genes propuestos en este protocolo, OPN, ON, OPG, TNF-a y
el gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (SPP1, SPARC, TNFRSF11B, TNF y GAPDH
respectivamente, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) fue evaluada a través de este
método, verificando se cumplan los requisitos de validacion para este método

comparativo.
ASPECTOS ETICOS

Se siguieron las leyes y normas tanto nacionales como internacionales para investigacion
clinica y aplicada en humanos: Ley de General de Salud, articulos 20, 100, 103 y
pertinentes. Todos los procedimientos se realizaron de acuerdo con lo estipulado en el
Reglamento de la ley General de Salud en Materia de Investigacién para la Salud Titulo
segundo, capitulo |, Articulo 17, Seccidn |, declaracidn de Helsinky revisada y Cédigo de
Niirember. Se solicité consentimiento informado para toma de biopsia de tejido adiposo

epicdrdico y tomografia cardiaca.
ANALISIS ESTADISTICO

Para la descripcion de las caracteristicas generales de nuestra poblacion se realizé prueba
de normalidad Shapiro Wilk para ambos grupos (n=10), y posteriormente se analizd segun
lo expresado (U de Mann Whitney para distribucion no normal y t de Student para
distribucién normal). Para variables categdricas se utilizd prueba de Chi-cuadrado. Se
utilizd 95% de confianza con una p estadisticamente significativa al ser < 0.05. Para el
analisis de correlaciones entre ambos grupos se utilizé Coeficiente de correlacién de
Spearman y se empled un analisis de regresién lineal mediante Coeficiente de
determinacion R cuadrada para determinar la contribucién de la expresién de los genes
analizados y el volumen del TAE y el SCC. Las variables independientes fueron: OPN, ON,
OPG, TNFa, BMP2 Y BMP4 (eje y) y las variables dependientes fueron: VTAE y SCC (eje x).
Todos los analisis se hicieron al 95% de confianza con una p estadisticamente significativa

al ser < 0.05.
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RESULTADOS

En este estudio de investigacion basico-clinica transversal, comparativo de casos y
controles, se incluyeron 20 pacientes masculinos, 10 pacientes en el grupo control y 10
pacientes como casos, la media de edad de los casos fue signicativamente mayor en
comparacion con el grupo control. De las variables que también presentaron diferencias
significativas fueron las siguientes. El acido Urico, colesterol sérico y colesterol-LDL fueron
mayores en el grupo Control lo que puede reflejar la presencia de tratamiento intensivo

hipolipemiante en los casos al ser pacientes con aterosclerosis coronaria (Tabla 1).

El nivel de expresién de RNAm de los genes analizados de OPN, ON, OPG, BMP2, BMP4 y
TNFa no presentd diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos. De estas
proteinas, la OPN, ON y OPG presentaron una distribucién normal y el TNFa, BMP2 vy

BMP4 presentaron una distribucidn no normal.

El volumen de TAE en cm® no presentd diferencia estadisticamente significativa. A
diferencia de lo observado en el analisis del SCC en los casos donde fue significativamente
mayor. (Tabla 1). Por otro lado los casos tenian tratamiento con ASA con mayor frecuencia

gue los controles.
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Tabla 1. Caracteristicas basales de la poblacion

EDAD - aios 55.8+11 67.215.7 0.01

TAS - mm Hg. 120.5+14.8 130.5+17.8 0.10

Acido urico - mg/dl 7.611.0 6.2+1.7 0.04

Magnesio - mg/dl 2.05+0.21 2.0+0.11 0.66

T3 —mg/dl 1.0£0.25 1.0+0.18 0.89

Triglicéridos - mg/dl 110435 117+47.5 0.70

LDL - mg/dI 84.8+19.9 51.0+16.38 <0.01

ON Veces vs GAPDH 0.8+0.42 1.07+0.35 0.14

Mediana Rangos intercuartiles p

‘ *

Fésforo - mg/dI* 3.4(3.2-4.2) 3.4(3.2-4.2) 0.59

(o]
S
+
=
(o))

T4 - mg/dl 7.4+1.2 0.17

N
-~



TNFa- Veces vs GAPDH*
BMP2- Veces vs GAPDH*

BMP4- Veces vs GAPDH*

Estatina ~
Fibratos ~
Enalapril ~
Furosemida ~
ASA ~

HAS ~

Dislipidemia ~

0.37(0.32-0.62)

0.67(0.25-1.05)

0.70(0.46-0.88)

n(%)

4(40)
2(20)
5(50)
1(10)
2(20)
6(60)

3(30)

0.80(0.50-1.44)
0.63(0.48-1.92)
0.72(0.50-1.0)
n(%)

8(80)

4(40)

7(70)

3(30)

9(90)

6(60)

6(60)

0.17
0.75

1.00

0.68
0.32
0.36
0.26
<0.01
1.00

0.17

*Variables con distribucién no normal ( Prueba de U de Mann Whitney)

~Variables categodricas (Prueba de Chi Cuadrada)

Analisis de correlacion

En el andlisis de correlacion entre la expresion del RNAm de los genes relacionados a
calcificacion e inflamacion y VTAE y SCC en el grupo control se encontrd una relaciéon

inversa, fuerte y significativa en el nivel de expresion de ON en el TAE en correlacién con

el VTAE.

Asi mismo en el andlisis de correlacidn de la expresién de RNAm de los genes relacionados
a OPG y SCC se demostrd este mismo patrén de expresion, por lo tanto en los pacientes

con aterosclerosis coronaria existe una relacion inversa, fuerte y estadisticamente

significativa entre los niveles de expresion de RNAm de OPG y SCC. (Tabla 2)
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Tabla 2. Anadlisis de Correlacion de Spearman

ON - VTAE -0.720 0.578 0.019

TNFa — VTAE -0.321 0.076 0.36

BMP4 — VTAE -0.491 0.252 0.15

ON -SCC -0.341 0.281 0.33

TNFa —SCC -0.034 0.079 0.92

BMP4 - SCC -0.355 0.180 0.31

OPN - VTAE -0.091 0.002 0.80

OPG - VTAE 0.224 0.092 0.53

BMP2 - VTAE 0.248 0.059 0.48

OPN —-SCC -0.34 0.170 0.32

OPG -SCC -0.69 0.460 0.025

BMP2 —SCC 0.11 0.013 0.75
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Correlacion de la expresion de RNAm de genes de OPG y SCC en ambos grupos

CASOS

OPG Y SCORE DE CALCIO

R? Unear = 0,460

1.007

OPG

<0

00

84
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8
g
8
g
8
g
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i
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Correlacion de la expresion de genes de ON y VTAE en ambos casos.
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ONy GRASA EPICARDICA

P Lner « 0578

T T T T
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GrasaEPl
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CASOs

ON Y GRASA EPICARDICA

P Linear = 0.411
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DISCUSION

En este estudio demostramos que el tejido adiposo epicardico expresa el RNAm de la
OPN, OPG, ON, BMP2, BMP4 y TNFa, sugiriendo la participacion de este tejido en el

proceso de calcificacion de la placa ateromatosa actuando como un érgano pardcrino.

En respuesta a la pregunta de investigacion planteada inicialmente y sabiendo que la OPN
se relaciona con la gravedad de las lesiones [10,19], se podria haber esperado que el nivel
de expresion del RNAm fuera mayor en los pacientes con aterosclerosis coronaria ya que
el TAE puede contribuir a la calcificacion de la placa por medio de la sintesis de OPN y
ademas esta molécula estimula por si sola al TNFa perpetuando la inflamacion [19,47]. Sin

embargo en esta tesis el nivel de expresién de OPN no alcanzd significancia estadistica.

Es posible que en el grupo de pacientes con enfermedad aterosclerosa coronaria la
expresion de OPN ya se haya estabilizado al existir calcificacion local avanzada vy
significativa. Ademas, la OPN es una proteina de secrecidén y en este sentido es importante
remarcar el concepto de que encontrar la expresion de RNAm es un indicador del nivel de
expresion que se mantiene en las células como un marcador de activacion genética y no
siempre correlaciona con la cantidad de proteina secretada. Por otra parte, la fuente
principal de esta proteina son los macréfagos infiltrados en el TAE [11]; en pacientes ya
con aterosclerosis avanzada la placa aterosclerdtica puede ya no estar conformada en su
mayor parte por macréfagos infiltrados sino que han pasado por un proceso de formacién
de placa fibrosa con migracion y proliferacion de CML y su acumulacién en la intima [2]. En
esta circunstancia, la secrecidon de proteinas de matriz extracelular da soporte a la capa
fibrosa y los macrofagos presentes en esta etapa comienzan a expresar citocinas
proinflamatorias, de manera que no es raro encontrar trayectos vasculares que ya hayan

sufrido trombosis arterial con formacion de trombo blanco y remodelado vascular. [2]

Por otro lado, la ON es una proteina anticalcificante [47] que en contraste con la OPN
tiende a disminuir en las placas ateromatosas [15,19] y de hecho algunos estudios han
demostrado una correlacidon inversa entre la expresién de ON y la incidencia de

aterosclerosis [20], en este estudio en los pacientes sin aterosclerosis coronaria
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significativa la ON se expresd de forma inversa a mayor VTAE. En los casos el grado de
expresion de ON no presentd significancia estadistica; sélo parece ser que el coeficiente
de correlacién de Spearman siguen una tendencia a presentar una relacién inversa con el
SCC; en analogia a la OPG, probablemente, la ON sigue un patréon de secrecidn inversa, es

decir que tiende a disminuir en las placas ateromatosas calcificadas.

Asimismo, otras sustancias cuantificadas como BMP2 y BMP4 no presentaron diferencia
estadistica quizas por encontrarse rio abajo en la cadena de estimulacion del proceso de

aterosclerosis. [47,11]

La siguiente cuestién importante planteada en nuestra tesis fue la de si existia alguna
correlacion de la expresién de RNAm de los genes mencionados con el SCC y/o el VTAE, es
decir si existe una asociacién estadistica. En este sentido, observamos que en el TAE de
pacientes con aterosclerosis coronaria el nivel de expresién de RNAm de OPG es inverso,
es decir, a menor expresion de OPG mayor calcificacién definida por SCC. Este resultado
sigue la logica de la biologia descrita para esta molecula ya que bloquea la funcién de
ligandos como RANKL y TRAIL que al activarse inducen la expresién de BMP4 y asi estimula
la calcificaciéon de CML mediante diferenciacion osteogénica, proceso que en los pacientes
con EAC podria encontrarse sobreexpresado [47]. En este sentido, existe una relacion
entre el volumen de TAE medido por TAC y la expresién de genes relacionados a la

calcificacion, pero en todo caso es inversa en relacién con el SCC.

Por otro lado se ha observado que el TAE se encuentra incrementado en pacientes con
enfermedad arterial coronaria [15,16,17] y estd asociada con la severidad de la
enfermedad y con la calcificaciédn coronaria. En nuestro estudio, el VTAE no presentd
diferencia significativa en comparacion con el grupo control; vale la pena destacar que el
VTAE en ambos grupos es mayor al encontrado en otros estudios donde la mediana de

volumen de TAE era de 126 cm?>. [16, 29, 37].

Los resultados de esta tesis pueden soportar en cierta medida la hipdtesis de que existe
un desbalance en la relacion OPN-ON-OPG asociado a la expresién exacerbada de

citocinas pro-inflamatorias en el TAE lo que puede determinar el grado de calcificacién del
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ateroma coronario, observamos que el TAE expresa RNAm de genes implicados en la
calcificaciéon e inflamacién y que en los pacientes con aterosclerosis coronaria avanzada

predomina la expresién disminuida de OPG en el TAE.

El valor cientifico de esta tesis radica en el esfuerzo de correlacionar patrones de
expresion de genes implicados en el proceso de aterosclerosis con aquella observaciéon
clinica de que las lesiones aterosclerosas se ubican siempre donde hay tejido adiposo
adyacente a la arteria y nunca donde la arteria incursiona en el miocardio. De esta
manera, se refuerza el concepto de que el TAE puede ser, ademas de un érgano paracrino,
un marcador del grado de calcificacion. Si bien la contribucién del TAE en el desarrollo de
lesiones aterosclerosas y su calcificacion no estd bien definida aun, en conjunto, las
observaciones demostradas en esta tesis apoyan la premisa de que mas alld de una sobre
o sub-expresidn de estas proteinas, es posible que la calcificacién sea consecuencia de un
desbalance en la relacién de sustancias pro y anticalcificantes. Cabe mencionar que este
estudio se realizé en una poblacién altamente seleccionada con tratamiento que modifica
la historia natural de la enfermedad de manera importante es decir eran pacientes que
tenian tratamiento anti isquémico optimo e hipolipemiante intensivo lo que se reflejé en
las caracteristicas de la poblacion en donde paraddjicamente los pacientes con
aterosclerosis coronaria tenian menores niveles de colesterol total, LDL y acido Urico, por
otro lado eran pacientes que se encontraban en su peso ideal con IMC alrededor de 25 ya
gue este es uno de los objetivos pre quirdrgicos que se requieren para que un paciente
pueda ser candidato a cirugia de revascularizacién coronaria en el INC, ya que el IMC alto
estd asociado a incremento en la mortalidad, mayor morbilidad y costos de

hospitalizacion. [48]

Reconocemos que la principal limitacion del estudio es el tamafio de la muestra; en este
sentido, los resultados de esta tesis constituyen un estudio piloto que justifica continuar
reclutando pacientes para poder alcanzar datos significativos y asi esclarecer el enlace
bioldgico-clinico del proceso bioldgico implicado en la enfermedad con mayor mortalidad

en el mundo que debe ser una prioridad en el estudio de la cardiologia.
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CONCLUSIONES

e Existe expresion local de RNAm de genes relacionados con la expresion de
moléculas de calcificacion e inflamacidn en el TAE en pacientes con aterosclerosis
coronaria avanzada sin embargo no se demostré una expresion incrementada en
este estudio, lo que puede estar influenciado por multiples factores como la

evolucién en el tiempo del proceso de aterosclerosis.

e Existe una relacién inversa significativa de la expresion de RNAm de ON en el TAE
en relacién con VTAE en los pacientes con EAo sin enfermedad coronaria

significativa.

e Sustancias procalcificantes como BMP2 y BMP4 e inflamatorias como TNFa no
presentaron diferencia estadistica. Lo que de manera interesante demostrd esta
tesis aun con el limitado tamafio de la muestra fue que en el TAE de pacientes con
aterosclerosis coronaria el nivel de expresién de RNAm de OPG el patréon de
secresion es inverso fuerte y significativo, es decir mientras menor expresion de

OPG se demostraba mayor SCC.

e El VTAE no presento diferencia estadisticamente significativa en los grupos, sin
embargo, el volumen encontrado en nuestra poblacién es mayor al descrito en
otros estudios. Existe un desbalance en la relacion OPN-ON-OPG asociado a la
expresion exacerbada de citocinas pro-inflamatorias en el TAE lo que puede
determinar en el tiempo puede la expresidon o no de calcificacién, sin embargo en
pacientes con aterosclerosis avanzada vy significativa es la regulacién a la baja y la
relacion inversa, fuerte y significativa de la OPG lo que determina el patrén de

expresion en los pacientes con aterosclerosis coronaria.

e Ademas de que el TAE puede tener funcidn de érgano paracrino y reservorio de
RNAm de los genes mas importantes relacionados a calcificacion como OPN, ON,
OPG, TNFa, BMP2 y BMP4, puede también tener la capacidad de ser un marcador

inverso del proceso de aterosclerosis coronaria.
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ANEXOS

Anadlisis de la expresion de RNAm de genes relacionados con la calcificacion e
inflamacién en TAE y VTAE en el grupo control.
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Analisis de la expresion de RNAm de genes relacionados con la calcificacidn e inflamacion en TAE
y el SCC en el grupo control.
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Anadlisis de la expresion de RNAm de genes relacionados con la calcificacion e inflamacion en TAE
y VTAE en los casos.
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Anadlisis de la expresion de RNAm de genes relacionados con la calcificacion e inflamacion en TAE
y SCC en los casos.
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OPG Y SCORE DE CALCIO
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BMP2 Y SCORE DE CALCIO

R Linear = 0.013

R Linear = 0.005

3.00
o
250
2.00
o
a
= 150
m
1.00 y=091+112E-4%
o
o©
s © 2
o
a
00+
T T T T T T
00 500,00 1000 00 1500.00 2000,00 250000
SCOREca
BMP4 Y SCORE DE CALCIO
200+
o
1,50
o
a
= 1004
m
] o —|FU.85-3.93E-5'*||—
o
4 © e
50 >
o
00
0 £00.00 100000 1500,00 2000 00 250000
SCOREca

52



N 7

(Se®gP

MEX|ICO

INSTITVTO N-DE
CARDIOLOGIA
IGNACIO-CHAVEZ

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA TOMA DE BIOPSIA

Fecha , en: Registro:
Paciente:
Yo (paciente) autorizo al cirujano cardiotoracico Dr. la toma de biopsia de grasa

epicardica a nivel del septum interventricular (2mm?®) con fines de andlisis que serviran para llevar a cabo el protocolo de
investigacion que lleva por titulo “Analisis de la expresion de RNAm de genes relacionados con la calcificacidon e inflamacién en
tejido adiposo epicardico de pacientes con aterosclerosis coronaria” del cual es responsable el Dr. Oscar Pérez Méndez (Jefe del
departamento de Biologia Molecular) y el Dr. Valentin Herrera Alarcén (Jefe del departamento de Cirugia).Bajo este entendimiento,
el médico arriba citado me ha explicado la informaciéon que contiene, entre otros aspectos, la naturaleza del plan y los riesgos
inherentes que en este procedimiento en particular son: BAJOS, informacion que he comprendido y acepto en plena
conciencia.Declaro que este documento representa lo que el médico me ha explicado con respecto al procedimiento, he podido
plantear mis dudas las que han sido contestadas satisfactoriamente por éste. Lo anterior bajo lo dispuesto en el articulo 80 del
reglamento de la ley general de salud en materia de prestacidon de servicios de atencion médica: Articulo 80: En todo hospital y
siempre que el estado del paciente lo permita, deberd recabarse a su ingreso la autorizacion escrita y firmada para practicarle, con
fines diagndsticos o terapéuticos los procedimientos médico-quirdrgicos necesarios de acuerdo al padecimiento de quien se trate,
debiendo informarle claramente el tipo de documento que esta presenta para su firma. Esta autorizacién inicial no excluye la
necesidad de recabar después la correspondiente a cada procedimiento que atafie un riesgo para el paciente.

Nombre y firma del paciente

Nombre y firma cirujano cardiotoracico

Dr. Oscar Pérez Méndez // Dr. Valentin Herrera Alarcén

Testigos sin relacion con el paciente ni el investigador

Testigo 1. Nombre, firma y direccion Testigo 2. Nombre, firma y direccidn
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Anexo

N V
eV
MEX|ICO
INSTITVTO N DE
CARDIOLOGIA
IGNACIO-CHAVEL
CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA TOMOGRAFIA CARDIACA
Fecha , en: Registro:
Paciente:
Yo (paciente) autorizo al cirujano cardiotoracico Dr. la la realizacién de una tomografia

cardica para cuantificar el puntaje de calcio coronario que servira para llevar a cabo el protocolo de investigacion que lleva por titulo
“Analisis de la expresion de RNAm de genes relacionados con la calcificacion e inflamacién en tejido adiposo pericardico de
pacientes con estenosis adrtica” del cual es responsable el Dr. Oscar Pérez Méndez (Jefe del departamento de Biologia Molecular) y
el Dr. Sergio Criales (Jefe del departamento de Tomografia).

Bajo este entendimiento, el médico arriba citado me ha explicado la informacion que contiene, entre otros aspectos, la naturaleza
del plan y los riesgos inherentes que en este procedimiento en particular son: BAJOS, informacion que he comprendido y acepto en
plena conciencia.Declaro que este documento representa lo que el médico me ha explicado con respecto al procedimiento, he
podido plantear mis dudas las que han sido contestadas satisfactoriamente por éste. Lo anterior bajo lo dispuesto en el articulo 80
del reglamento de la ley general de salud en materia de prestacidn de servicios de atencién médica:Articulo 80: En todo hospital y
siempre que el estado del paciente lo permita, deberd recabarse a su ingreso la autorizacion escrita y firmada para practicarle, con
fines diagndsticos o terapéuticos los procedimientos médico-quirdrgicos necesarios de acuerdo al padecimiento de quien se trate,
debiendo informarle claramente el tipo de documento que esta presenta para su firma. Esta autorizacién inicial no excluye la
necesidad de recabar después la correspondiente a cada procedimiento que atafie un riesgo para el paciente.

Nombre y firma del paciente

Nombre y firma cirujano cardiotoracico

Dr. Oscar Pérez Méndez // Dr. Sergio Criales

Testigos sin relacion con el paciente ni el investigador

Testigo 1. Nombre, firma y direccion Testigo 2. Nombre, firma y direccidn
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