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RESUMEN

Introduccién

El sindrome Loeys-Dietz (SLD), Presenta herencia autosémica dominante de genes
TGFBR1, TGFBR2, TGBR y SMADs. Pero poco es lo que se conoce del estado
redox en este sindrome atreves de la via no canonica.

Objetivo

Analizar la actividad del sistema antioxidante enzimatico y no enzimatico en el
aneurisma aortico toracico.

Material y Métodos

En 10 muestras de tejido adrtico de SLD y 11 C sin dafio aodrtico, se analizaron la
actividad de las enzimas GR, GST, GPx, CAT, SOD, iNOS y TrR, ademas de
marcadores de estrés oxidante como LPO, GSH, selenio y carbonilacién. Los
cambios estructurales se analizaron por histologia.

Resultados

Los marcadores del sistema antioxidante no enzimatico (p<0.04), GPx, GST, CAT,
TrxR (p<0.04) disminuyeron, la expresibn de ORX y Nrf2 aumentaron y
disminuyeron respectivamente (p<0.05), la carbonilacion aumento (p=0.02) ademas
de presentar necrosis quistica, fragmentacién y engrosamiento de las fibras
elasticas en tunica media y adventicia en SLD vs. C.

Conclusiones

En los aneurismas de SLD disminuye la actividad de las enzimas antioxidantes, lo
que favorece el aumento del H2O2, que contribuye a disminuir el GSH y favorecer la
LPO y carbonilacion. Ademas, la disminucién del selenio y Nrf2 impactan sobre la
actividad y/o expresion de varias de estas enzimas, ocasionando un trasfondo
oxidante de retroalimentacion positiva que favorece la formacion del aneurisma

aortico.

Palabras Clave

Sindrome de Loeys Dietz, Aneurisma de Aorta Toracica, Estrés Oxidativo, Selenio.
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INTRODUCCION

El habitus “marfanoide” ha sido descrito en sujetos con semejanza clinica al
sindrome de Marfan (SM). Sin embargo, en el sindrome de Loeys-Dietz (SLD) una
gran mayoria no cumplen con los criterios de clasificacion de Ghent para SM y
presentan caracteristicas clinicas especiales que pueden distinguirlos del SM. Cabe
mencionar que dentro de las enfermedades con habito marfanoide encontramos el
fenotipo MASS, (mitral-valve-aorta-skeleton-skin), homocistinuria, sindrome de
Beals-Hecht, sindrome de Stickler, sindrome de Ehlers- Danlos, sindrome de
Shprintzen-Goldberg, sindrome de Achard y sindrome SLD (Avifia, 2011; Soto,
2014). Ademas de otras de tipo endocrinolégico que se distinguen también por
caracteristicas clinicas y de laboratorio que permiten diferenciarlos, ademas de que
debe tenerse alta sospecha diagnostica de la mayoria de ellos en el momento de

realizar el diagndstico diferencial con el sindrome de Marfan.

El SLD fue descrito por primera vez en 2005 por Bart Loeys y Harry Dietz,
(Wellbrock, 2014), es una enfermedad autosomica dominante debida a las
mutaciones en los genes que codifican al factor de crecimiento transformante del
receptor beta | (TGFBR1 por sus siglas en inglés) (Albert et al., 2008; De Ledn,
2008), ubicado en el cromosoma 9q22.33, al factor de crecimiento transformante
beta del receptor tipo Il (TGFBR2) ubicado en el cromosoma 3p24.1, al SMAD3
(cromosoma 15q22.33) y al factor de crecimiento transformante, beta-2; (TGFB2)

ubicado en el cromosoma 1g41 (MacCarrick et al. 2014).

Este sindrome se caracteriza por facies inusuales, dolicocefalia, craneosinostosis,
hipertelorismo, hipoplasia malar, paladar arqueado, uUvula ancha o bifida,
retrognatia, deformidad del esternén, que puede ser excavatum o carinatum,
escoliosis, laxitud articular, ectasia dural, dedos largos pero sin sobre crecimiento
0seo, contracturas, pie equino, piel translucida, problemas de aprendizaje (Aviia,
2011), complicaciones durante el embarazo, tal como la ruptura uterina y muerte
(Soto, 2014). Los pacientes con SLD tienen fuerte predisposicion a la tortuosidad
arterial (Maleszewski, 2009), ademas los aneurismas de aorta son muy frecuentes,
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aparecen a edad temprana, se caracterizan por alto riesgo de diseccién o rotura,
incluso con diametros menores a 5 cm. Hasta el 53% de los pacientes desarrollan
aneurismas en otras localizaciones (Ramirez, 2012), otros hallazgos
cardiovasculares recurrentes incluyen al conducto arterioso persistente, defectos
del tabique ventricular y la valvula adrtica bicuspide. Aunque todos estos hallazgos
pueden presentarse en la poblacidon general, la incidencia en SLD excede por lo

menos cinco veces la observada (Loeys, 2008).

En la primera descripcién de SLD, se hicieron hallazgos histolégicos similares a los
observados en aortas de pacientes con SM, tanto en la perdida de contenido y
desorden de fibras elasticas, como en el aumento de la deposicién de colageno, sin
embargo en descripciones mas recientes los SLD presentan un grado mayor en los

parametros antes mencionados (Loeys, 2005).

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

media, las arterias pueden clasificarse en tres grandes grupos:

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

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

muestra las diferentes capas de la aorta.
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Adventicia

Corte transversal

Figura 1. Corte transversal de la aorta toracica.

La tunica intima, esta compuesta por el endotelio, la ldmina basal y una capa
delgada de tejido conjuntivo laxo, ademas de algunas células musculares lisas y
fibras de colagena finas, asi como algunas fibras elasticas con proporcién elevada
de micro fibrillas. Con frecuencia, la tunica intima se altera a causa de procesos
patolégicos y puede contener macréfagos repletos de lipidos. Las células
endoteliales estan unidas por zonulae occludentes y nexos aislados, el remplazo de

estas células ocurre con lentitud aproximadamente cada 30 afios (Welsch, 2006).

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

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

14



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

Aneurisma aértico toracico
Aunque la prevalencia del aneurisma aortico toracico (AAT) es probablemente mas

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

particularmente letal (Kuzmik, 2012).

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

comprobado (Kuzmik, 2012).

Series clinicas recientes en los patrones mendelianos en familias de pacientes AAT
han revelado que el 21% tienen al menos un miembro de la familia con aneurisma
de algun tipo; muchos mas miembros de la familia probablemente albergan
aneurismas desconocidos no diagnosticados. De estas formas familiares, el 77% se

hereda de forma autosdmica dominante con expresividad variable (Ramirez, 2012).

Los AAT también pueden ocurrir como parte de sindromes genéticos complejos,
incluyendo el SM (el mas comun), el sindrome de Ehlers-Danlos, SLD y el sindrome
de Turner. El promedio de dilatacion del aneurisma de aorta ascendente es de 0.10
cm por afno, mientras que los AAT descendente crecen alrededor de 0.29 cm
(Boileau, 2014).

Las aortas de pacientes con SM crecen a 0.1 cm / afio, mientras que los AAT del

sindrome SLD especialmente maligno puede crecer mas de 1,0 cm / afo, lo que les
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puede ocasionar la muerte en la edad mas productiva de la vida. Se ha descrito que
en el desarrollo de los AAT hay presencia de disfuncién endotelial y disminucion en

la sintesis del 6xido nitrico (NO por sus siglas en inglés) (Kuzmik, 2012).

Indicaciones quiruargicas en pacientes adultos
Existen diversas publicaciones y guias acerca de las indicaciones para el manejo

quirargico de la patologia de aorta en forma general, algunas de ellas hacen
mencion a ciertos escenarios clinicos de pacientes con colagenopatia sobre todo
enfocandose a SM, y en menor proporcion a SLD. Dejando un panorama sombrio
para el cirujano quien tiene que adaptarse a la poca informacién especifica de esta
patologia y aplicar técnicas quirurgicas variadas tanto de cirugia de aorta como de

cirugia de valvula aortica para ofrecer el manejo quirurgico que el paciente requiera.

En la edicion 2010 de las guias de AHA/ACC para tratamiento de la patologia de
aorta toracica recomiendan la cirugia profilactica de la aorta ascendente cuando el
didmetro es mayor a 4.2 cm en pacientes adultos con SLD tipo 1, SLD tipo 2y SLD
tipo 3 medido por ecocardiograma transesofagico, o mayor de 4.4 cm y 4.6 cm
medido por tomografia y/o resonancia magnética con nivel C de evidencia. Todo
esto debido al alto riesgo de presentar diseccion aortica y ruptura cuando el
diametro adrtico sea mayor de 5 cm., sin embargo, no se menciona ninguna
recomendacion en SLD tipo 4 ni SLD tipo 5 que aun no era descrito cuando dicha

guia se publicé. (Hiratzka, 2010)

Las guias de la asociacién europea de cirugia toracica (EACTS) de 2014,
recomiendan al igual que las guias americanas (AHA/ACC), el diametro mayor de
4.2 cm para llevar al paciente a cirugia tanto adultos como nifios, sin especificar el
tipo de SLD. Ambas hacen hincapié en el rapido crecimiento de los aneurismas de
aorta en pacientes con SLD (mas 10 mm por afo), siendo la tercer década de la
vida en la que mas incidencia presenta, ameritando controles estrictos con

tratamientos profilacticos y agresivos. (Erbel, 2014)

El grupo John Hopkins refiere que SLD tipo 1 y SLD tipo 2 son los subtipos mas
agresivos en los cuales pueden existir catastrofes aorticas, con rupturas a edades

tempranas y con didmetros menores de aorta en comparacién con otras
16



enfermedades dilatantes de aorta. Ellos recomiendan un umbral de cirugia de raiz
aortica de 4.0 cm en SLD tipo 1y 2, diametro aértico de 4.0—4.5 cm para SLD tipo
3,y 4.5 cm para SLD tipo 4 y 5. (Patel, 2017)

El Consorcio adrtico Montalcino recomienda la cirugia de raiz aortica cuando
presente 4.5 cm de diametro en pacientes con mutaciones TGFBR1y TGFBR2, con
la excepcidn de las mujeres con mutacion TGFBR2 y caracteristicas extra adrticas

severas, donde la cirugia podria considerarse a 4.0 cm. (Jondeau, 2016)

Indicaciones quiruargicas en pacientes pediatricos
A pesar de que ambas guias mencionan como punto de mayor incidencia los 26

afios, solo hacen mencion parcial de la indicacidn quirdrgica en pacientes

pediatricos.

Donde la guia de AHA/ACC, refiere que para los pacientes pediatricos con
presentaciones severas del SLD, especificamente en los que predominan
alteraciones craneofaciales estan asociados enfermedad aortica mas grave, una
vez que el diametro adrtico excede el percentil 99 para la edad y el anillo valvular
aortico alcanza 1.8 a 2.0 cm, la cirugia profilactica esta indicada y esta permite la
colocacion de un tubo de dacrén y/o valvula protésica de tamario suficiente para el

crecimiento. (Hiratzka, 2010)

Uno de los primeros articulos reportados acerca de los resultados tempranos en el
manejo quirurgico de pacientes pediatricos y adultos con SLD, menciona como

recomendacion llevar a los pacientes pediatricos a cirugia cuando: (Williams, 2007)
Paciente pediatrico con alteraciones craneo-faciales leves:
1. Puntaje Z de la raiz aortica de 4.0 cm o rapido crecimiento (0.5 cm al afo)

2. Rapido crecimiento de la aorta descendente u otros vasos. (Krohg-
Sorensen, 2017)

Paciente pediatrico con alteraciones craneo-faciales severas:

1. Puntaje Z de la raiz aortica de 3.0 cm o rapido crecimiento (0.5 cm al afio).

17



2. Retrasar la cirugia hasta que el anillo valvular alcance los 1.8 cm lo cual
permitira la colocacién de una valvula de tamafio suficiente para lograr el

crecimiento del paciente. (Krohg-Sorensen, 2017)

TECNICAS QUIRURGICAS EN SINDROME DE LOEYS-DIETZ

Evolucién de la cirugia de aorta

El manejo de la aorta toracica desde la raiz hasta aorta descendente, incluye
multiples técnicas quirurgicas, las cuales han evolucionado desde la década de los
50s hasta la actualidad, mismas que han innovado el uso de diversos injertos
tubulares en la actualidad sintéticos para la sustitucion de aorta (Cooley 1955), asi
como también han evolucionado en el abordaje pasando de la clasica esternotomia

a abordajes minimamente invasivas.

Los pioneros de la cirugia de aorta
A inicios de 1952, Denton Cooley y Michael E. DeBakey, hacen una excelente

mancuerna en Houston y publican su experiencia inicial en el manejo quirurgico de
patologia aortica, en 1955 describen el manejo inicial de la patologia de aorta,
misma que los reto a crear nuevas técnicas quirurgicas segun la porcion de aorta a
tratar, fue asi como nacié el uso de homoinjertos de aorta preservados de cadaver
y el uso de tubo de dacrén creados de forma artesanal por el mismo Michael
DeBakey con una maquina de coser convencional (Figura 2) y usados por primera
vez en Houston. (Cooley, 1952) Inicialmente este equipo quirurgico se aventuré a
tratar por porciones la aorta, su primera publicacion fue el primer manejo exitoso de
aneurisma de aorta abdominal infrarenal en 1953, (DeBakey, 1953) ese mismo afo
publican el primer manejo exitoso de aneurisma de aorta toracica (descendente)
(DeBakey, 1953), en 1954 publican el primer manejo exitoso de aneurisma de arco
aortico distal (DeBakey, 1954), posteriormente en 1955 hace la primer publicacion
del manejo de aneurisma toracoabdominal (DeBakey 1956), el siguiente afo, 1956,
publica el primer reporte de manejo exitoso de aneurisma en aorta ascendente
(Cooley, 1956) y finalmente en 1957 publica el primer manejo exitoso de aneurisma
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de arco adrtico (DeBakey, 1957), convirtiendo a este equipo quirurgico en los
pioneros del tratamiento y las técnicas quirurgicas en patologia de aorta,

haciéndolos centro de referencia mundial para el manejo quirurgico de la aorta.

Figura. 2 A la izquierda Michael DeBakey con una maquina de coser convencional, marca
Singer, realiza el prototipo de los tubos de dacron. 1950s... a la derecha afios después los
usaria por primera vez en cirugia de aorta en Houston EUA; 1956.

Técnica de Wheat
Posterior a los casos realizados en Houston, por Denton Cooley y Michael E.

DeBakey, en 1964, en el hospital de la universidad de Florida en Geinsville, Wheat
y colaboradores, publican un articulo en el Journal de la Asociacion Médica
Americana (JAMA) titulado “reemplazo exitoso de toda la aorta ascendente y la
valvula adrtica”, donde describen la técnica quirurgica utilizada, donde por
toracotomia repararon el aneurisma de aorta ascendente de 9 x 11 x 10 cm

aproximadamente en un paciente de 57 anos.

Mencionan que la pared de la aorta era tan delgada que era translucida con
multiples placas ateroscleréticas, con insuficiencia aortica severa por valvas
redundantes. Ellos resecaron la valvula aortica y aorta ascendente, excepto dos
porciones de aorta que sostenian los ostium coronarios a la aorta nativa (Figura 3A),
luego colocaron una valvula protésica aortica y se aseguré en su lugar con suturas

separadas de poliéster 2-0, por ultimo se coloc6 un tubo de dacréon de 30 mm, con
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sutura continua y separada de poliéster 2-0 tanto en la porcion distal como en la

porcién proximal de la aorta nativa (Figura 3B). (Wheat, 1964)

[

Figura 3A: Reseccién de Valvula aortica y aorta ascendente, respetando tejido
periférico a ostium coronarios.

Figura 3B: Tubo de dacron anastomosado a borde inferior de aorta nativa y ostium
coronarios (posicion supra anular).

Obtenida de Wheat MW. Successful Replacement of the Entire Ascending Aorta and Aortic
Valve. J Am Med Assoc., 1964;188(8):717-719.

Técnica de Bentall y De Bono
4 afos mas tarde, en 1968 Hugh Bentall y Antony De Bono de Londres, publican

una técnica que cambiaria radicalmente el tratamiento del paciente con
colagenopatia que presentan dilatacion de raiz y aorta ascendente con insuficiencia
valvular aortica, dicha técnica consiste en la sustitucién de valvula aortica por una
prétesis valvular biolégica o mecanica, reseccion de raiz aortica y aorta ascendente
como lo muestra la Figura 4A, misma que sera sustituida por un tubo de dacrén al
cual se le coloca la prétesis aortica en el extremo inferior del mismo como lo muestra
la Figura 4B. Esta porcion del tubo valvulado se une al anillo aértico con puntos
separados de poliéster 2-0 con perla de teflon, (Figura 5A) posteriormente se

anastomosan los ostium coronarios en las caras laterales del tubo con sutura de
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polipropileno 5-0 y finalmente hacer la ultima anastomosis del tubo de dacrén con
surgete continuo de sutura de polipropileno 3-0 a la aorta nativa justo antes del inicio
del arco aodrtico (Figura 5B). (Bentall, 1968)

Figura 4A. Sutura separada de poliéster 2-0 en anillo adrtico

Figura 4B. Tubo de dacrén valvulado con prétesis mecanica confeccionado
artesanalmente.

Cirugia realizada en Instituto Nacional de Cardiologia, Ignacio Chavez, Xicoténcatl
Vasquez, 2018.
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Figura 5A. Tubo de dacrén valvulado con prétesis mecanica anastomosis en anillo
aortico.

Figura 5B. Tubo de dacrén valvulado anastomosado a aorta ascendente, resultado
final.

Cirugia realizada en Instituto Nacional de Cardiologia, Ignacio Chavez, Xicoténcatl
Vasquez, 2018.

Técnica de Yacoub
Magdi Yacoub en 1979, describe una técnica totalmente distinta a las previas, la

cual consiste en el reemplazo de la aorta ascendente y los senos de Valsalva por
un tubo de dacron, con la introduccion de poder preservar la valvula aértica nativa.
Técnicamente implica el resecar la aorta ascendente y senos de Valsalva, dejando,
una segmento de 1 mm por encima del anillo adrtico (Figura 6A), respetando las
comisuras de la valvula aortica, dichas comisuras se traccionan y miden (Figura 6B),
para posteriormente confeccionar el tubo de dacréon con los 3 senos en forma de
“U” (Fig. 6C), que daran la morfologia de los senos de Valsalva y encajara

perfectamente con las comisuras valvulares.
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Figura 6A. Se realiza corte de senos de Valsalva dejando 1 mm de borde y

respetando las 3 comisuras de la valvula aortica.

Figura 6B. Se resuspenden comisuras de valvula aortica con polipropileno 3-0 y se

mide su altura.
Figura 6C. Confeccion de tubo de dacrdn con 3 lenguas en forma de “U”.

Obtenida de Yacoub MH, Valve-conserving Operation for Aortic Root Aneurysm or
Dissection Operative Techniques in Cardiac & Thoracic Surgery. 1996;1(1):57-67.

Una vez teniendo el tubo de dacrén la morfologia de los nuevos senos de Valsalva,
se pasan los puntos que sostenian cada comisura a la region correspondiente en el
tubo y se anudan, posteriormente se une el borde del tubo “U” con el borde de aorta

nativa con sutura continua de polipropileno 4-0 (Figura 7 A-B).
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Figura 7A. Muestra la resuspension de las cuspides y ensamblado entre las
cuspides aorticas y las lengletas en forma de “U” del tubo de dacrén, con sutura

simple de polipropileno 3-0.

Figura 7B. Anastomosis de borde aortico con tubo de dacron, sutura continua de

polipropileno 4-0

Obtenida de Yacoub MH, Valve-conserving Operation for Aortic Root Aneurysm or
Dissection. Operative Techniques in Cardiac & Thoracic Surgery. 1996;1(1):57-67

Figura 8. Técnica de Yacoub,
anastomosis distal del tubo a aorta
nativa.

Obtenida de Yacoub MH, Valve-conserving
Operation for Aortic Root Aneurysm or Dissection.

Operative Techniques in Cardiac & Thoracic
Surgery, 1996;1(1):57-67

Finalmente, se realiza los orificios en el tubo correspondiente al seno de Valsalva
derecho e izquierdo para anastomosar los ostium coronarios al tubo con sutura de
polipropileno 4-0 y se anastomosa el borde proximal con la aorta nativa en aorta
ascendente o hemiarco aodrtico segun sea necesario (Figura 8). (Fagan, 1983)
(Yacoub, 1996)

Técnica de Cabrol
Christian Cabrol en Francia, en 1981 describe una técnica quirurgica similar a la

técnica de Bentall y De Bono, la cual referia como técnicamente mas sencilla, menor
riesgo de lesion coronario, donde coloca un tubo de Dacrén, recubierto con sangre
propia del paciente antes de la heparinizacion o con una combinacion de fibrinégeno
y trombina, al cual se le sutura una valvula aértica Bjork-Shiley unidisco en el interior

del tubo dacrén con polipropileno 4-0, aproximadamente a 2 cm del extremo
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proximal después de plegarlo 2 cm margen del tubo. Luego, el tubo de desenvuelve
a su posicidén original y el extremo se marca en tres sitios equidistantes que
corresponden a la colocacién de las tres comisuras adrticas, se reseca la valvula
aortica nativa y se sutura el tubo valvulado al anillo aértico con una sutura continua
de polipropileno 5-0. Los dos ostium coronarios se anastomosan sucesivamente a
los extremos del tubo con un segundo tubo de Dacron de 8 mm de diametro. La
conexion con el ostium coronario izquierdo se establece inicialmente y el tubo
Dacrén se conduce circunferencialmente alrededor del flanco derecho de la protesis
aortica anterior a donde se anastomosé al ostium coronario derecho. El extremo
distal de la prétesis adrtica se cose al interior del saco aneurismatico, justo debajo
del origen del tronco braquiocefalico con una sutura continua de polipropileno 4-0.
Al igual que con la anastomosis proximal, la sutura continua se inicia en la pared
posterior y continua alrededor de ambos lados para completarse anteriormente

como lo muestra la figura 9. (Cabrol 1981)

Figura 9. Técnica Original de Cabrol, muestra la
anastomosis de ambos ostium coronarios con 1
solo tubo de dacron de 8 mm, anastomosado en la
cara anterior de tubo de “neoaorta”

Obtenida de Cabrol C. Complete replacement of
the ascending aorta with reimplantation of the
coronary arteries: new surgical approach. J
Thorac Cardiovasc Surg, 1981;8(2)1:309-315.

Modificaciones en la técnica de Cabrol

Esta técnica sufriria multiples modificaciones en los afos posteriores, todas

dependiente del sitio de anastomosis del tubo proveniente de la coronaria, (Figura
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10A) implantacién directa de tubos de dacron cortos por separado en ambas caras
lateral del tubo valvulado, (Figura 10B) similar a (Figura 10A) pero con anastomosis
directa de tubo de coronaria derecha y separado de la anastomosis del tubo de la
coronaria izquierda mas largo al tubo valvulado; (Figura 10C) el tubo de la coronaria
izquierda mas largo se anastomosa al tubo de la coronaria derecha en “T”, y (Figura
10D) dos tubos largos de 10 mm se anastomosan a un tubo valvulado con una

prétesis en posicion supraanular.

Uy

Figura 10 A-B-C-D. Modificaciones en la Técnica de Cabrol.

Obtenida de Kourliouros A, et al. Evolution and current applications of the Cabrol procedure
and its modifications. Ann Thorac Surg. 2011;91(5):1636-1641.
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En la actualidad la técnica de Cabrol tiene un uso limitado, basicamente en
condiciones que comprometen una anastomosis libre de tensién entre los ostium
coronarios y el tubo valvulado, como en reoperaciones donde el bajo origen de los
ostium coronarios (1,5 cm del plano anular), la aorta fuertemente calcificada,
disecciones y/o aneurismas grandes con amplia separacion de las coronarias que
limiten la movilidad de la coronaria al tubo. Ademas, otra aplicacion de esta técnica
puede ser cuando la diseccion del ostium sea dificil o con una coronaria desgarrada
que no se puede implantar en el método de botén convencional puede requerir el

uso de la anastomosis aortocoronaria de Cabrol. (Kourliouros, 2011)

Técnica de David
Tirone David en Toronto Canada en el afio 1992, hace la primera publican de su

técnica quirurgica, donde describe que la aorta ascendente se corta mas alla de la
dilatacion aneurismatica. La aorta proximal se diseca circunferencialmente debajo
de la valvula adrtica. Se resecan los tres senos de Valsalva, dejando 5 a 7 mm de
pared arterial unida a la valvula adrtica y un pequefo botén de pared arterial

alrededor de las arterias coronarias izquierda y derecha. (Figura 11)

Figura 11. Técnica de David Original. Muestra el aneurisma y la reseccion del
mismo respetando la valvula aortica y sus comisuras.
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Obtenida de David TE, Feindel CM. An aortic valve-sparing operation for patients with aortic
incompetence and aneurysm of the ascending aorta. J Thorac Cardiovasc Surg
1992;103(4):617-621.

Se pasaron multiples suturas de poliéster 4-0 desde adentro hacia afuera del tracto
de salida del ventriculo izquierdo inmediatamente debajo de la valvula adrtica
(Figura 12).

Figura 12. Valvula aortica nativa con cuspides y puntos separados de poliéster 2-
0 en posicién subanular.

Obtenida de David TE, Feindel CM. An aortic valve-sparing operation for patients with aortic
incompetence and aneurysm of the ascending aorta. J Thorac Cardiovasc Surg
1992;103(4):617-621.

A continuacién, se mide la altura de las comisuras, y se promedia el radio interno
de la unién ventriculo-adrtica, que corresponde a dos tercios de la altura de la valva,
donde el didmetro interno en el nivel mas bajo de las valvas de la valvula adrtica es
el doble de este numero. El diametro externo se obtuvo mediante la adicion de 4 a
6 mm (el grosor de la pared arterial). (Ejemplo, si la altura de la valva fue de 18 mm,

el radio interno se calculé como dos tercios de 18 mm, lo que equivale a 12 mm. El
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diametro interno es de 24 mm vy el diametro externo de 28 a 30 mm adicionando los

4-6 cm del grosor de la pared).

Se elige el tubo dacrdén, cuyo didmetro era igual al diametro externo calculado de la
unién ventriculoadrtica. Se hacen tres marcas equidistantes en el tubo, y se hace
un orificio en uno de estos tercios correspondientes a la comisura de los ostium
coronarios derecho e izquierdo. Las suturas de poliéster previamente colocadas se
pasan a través del tubo de dacron. La valvula adrtica se coloca dentro del tubo de

dacrén y todas las suturas se anudan.

Luego, comenzando en el nivel mas bajo de las valvas, el remanente de la pared
arterial se une al tubo de dacrén con sutura continua de polipropileno 4-0, quedando

la valvula nativa reimplantada en este. (Figura 13)

Figura 13. Valvula aortica nativa con cuspides y puntos separados de poliéster 2-
0 en posicién subanular.

Obtenida de David TE, Feindel CM. An aortic valve-sparing operation for patients with aortic
incompetence and aneurysm of the ascending aorta. J Thorac Cardiovasc Surg
1992;103(4):617-621.
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Se realiza prueba hidraulica para verificar la competencia de la valvula adrtica. Las
arterias coronarias se anastomosan en el tubo de dacrén con una sutura continua
de polipropileno 5-0. Luego se anastomoso el extremo superior del tubo de dacrén
a la aorta ascendente con sutura continua de polipropileno 4-0 como lo muestra la
figura 13. Figura 14 A-B Es un ejemplo de procedimiento de David V realizado en el

Instituto Nacional de Cardiologia, afio 2019. (David, 1992)

Figura 14. Técnica de David V. Resuspension de valvula aortica, uniendo cuspides
valvulares a tubo de dacron.

Cirugia realizada en Instituto Nacional de Cardiologia, 2019, Xicoténcatl Vasquez.
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Modificaciones en la técnica de David

La técnica de David en 28 afos ha sufrido alrededor de 5 modificaciones, pasando

de la técnica de David original descrita previamente y también llamada David |, al

David V usado en la actualidad. Todas estas modificaciones han sido en base a

mejorar la hemodinamia del complejo valvula aortica-raiz aortica-aorta ascendente,

haciéndola mas anatémica y fisiolégica. (Amer, 2019)

Figura 15 A. David I

Figura 15 B. David II o Yacoub

Figura 15 C. David III

David I, técnica de reimplante valvular con tubo de
dacron, descrita previamente. (Fig. 15 A)

David 11, realizado por Yacoub, es una técnica de
remodelado valvular, respetado la valvula aortica y
comisuras, reemplazando los senos de Valsalva
con un tubo dacron con tres velos. (Fig. 15 B)

David III, es una técnica de remodelado valvular
que incorpora una tira de politetrafluoroetileno que
se coloca externamente en union ventriculo-aorta,

para minimizar la dilatacion anular posterior. (Fig.
15C)

31



David IV, es una técnica de reimplante valvular que
utiliza un tubo de dacrén mas grande (4 mm mas
grande que el predicho por la formula Feindel-
David), con la posterior plicatura del tubo en la
union sinotubular por encima de las comisuras.
Con el fin de simular la raiz aortica con senos de
Valsalva. (Fig. 15 D)

Figura 15 D. David IV

David V, la mas utilizada actualmente, es una
técnica de reimplante valvular, en la cual se usa un
tubo de dacron aun mas grande (6-8 mm mas
grande que el predicho por la formula Feindel-
David al cual también se le realiza una plicatura
para recrear la raiz aortica con senos de Valsalva.
(Fig. 15E)

La modificacion de Stanford es un procedimiento
simplificado de David V que usa 2 tubos de
dacrén separados, el proximal que es mas grande,
asi como uno distal que se une a aorta ascendente
mas chico, con el fin de crear una “neoraiz
aortica”

Asi como también utiliza de 10 a 12 suturas en el
plano subanular adrtico para fijar el tubo de

Figura 15 F. David V modificada por dacron. (Fig. 15 F)
Stanford

Obtenidas de Amer H, et al, Valve sparing aortic root surgery: from revolution to evolution?
J Vis Surg, 2019;5(14):1-15.
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Técnica de Florida Sleeve
La técnica de Florida sleeve, una de las ultimas técnicas quirurgicas disefiada para

el manejo del aneurisma de raiz aortica y aorta ascendente nace en 2005 en

Geinsville, en el hospital de la universidad de florida.

La cirugia se inicia cortando de forma circular la aorta ascendente a nivel de la unién
sinotubular, respetando raiz adrtica, posteriormente se diseca la aorta hasta la union
ventriculo-aorta, incluyendo la exposicion por debajo de las arterias coronarias. El
anillo se mide utilizando dilatadores Hegar o medidores de valvulas, sin daiar las
valvas. Se colocan 6 suturas de poliéster trenzado 2-0 en “U” algunos milimetros
por debajo del anillo adrtico (Figura 16 A). Estas sirven para anclar el tubo de dacrén
al plano valvula. Mismo que se coloca cuidadosamente como una manga sobre la
raiz aortica, donde previamente fueron medidos de la unién aortoventricular a las
arterias coronarias, para confeccionar los orificios con forma de “cerradura” los

niveles correspondientes, aproximadamente a 1 cm.

Se coloca un dilatador Hegar del tamafo del anillo deseado se coloca a través del
anillo, se anudan las suturas. Luego se retira el dilatador Hegar y se suturan las
hendiduras en el tubo de dacrdon debajo de las arterias coronarias para asegurar la
envoltura y estabilizacion completa de la raiz adrtica. Las valvas se inspeccionan
para detectar coaptacion, y la manga se corta al nivel de la unién sinotubular, para
posteriormente la union sinotubular y la parte superior del dacrén se suturan juntas
usando una sutura continua de polipropileno 4-0 (Figura 16B). Luego se sutura el
tubo de dacrén y la aorta en la unién sinotubular o aorta ascendente usando una

sutura de polipropileno 3-0. (Hess, 2005)
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Figura 16 A-B. Técnica de Florida Sleeve.

Obtenida de Hess PJ Jr, Klodell CT, Beaver TM, Martin TD, The Florida sleeve: a new

technique for aortic root remodeling with preservation of the aortic valve and sinuses. Ann
Thorac Surg, 2005;80(2):748-750.

Figura 17. Técnica de Florida Sleeve. Preservando valvula aortica, con puntos de
poliéster en subanulares.

34



Figura 18. Tubo de dacrén con senos de Valsalva, confeccionado artesanalmente
con hendiduras para ambas coronarias.

Figura 19. Tubo de dacrén unido a unién ventriculo-aorta, envolviendo raiz aortica.

Cirugia realizada en Instituto Nacional de Cardiologia, Ignacio Chavez, 2018, Xicoténcatl
Vasquez.

Disfuncion endotelial
En el sistema vascular de los mamiferos, el endotelio es la uUnica estructura

anatémica que responde de forma directa a las fuerzas fisicas del flujo sanguineo.
Entre las principales funciones del endotelio puede mencionarse su participacién en
el balance de mediadores inflamatorios y anti-inflamatorios, asi como en la
regulacion del tono vascular. Uno de los principales factores para la pérdida de este
equilibrio regulador es la alteracion en la produccién de NO que caracteriza la

disfuncién endotelial (Torres, 2009).

La produccion basal de NO en la célula endotelial es principalmente a través de la
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activacién de la sintasa de o6xido nitrico endotelial (eNOS), la cual depende de

: 2+, : : o e
gradientes de Ca intracelular, una vez activada, cataliza la oxidacién enzimatica
del aminoacido L-arginina a L-citrulina, teniendo como subproducto de reaccion al
NO. En este proceso catalitico, participan cofactores como el NADPH vy la

tetrahidrobiopterina (Torres, 2009).

Cuando el substrato de la sintesis de NO, es insuficiente, la transferencia de
electrones se desvia al Oz, y se forman aniones superoxido (O2) y peroxido de
hidrogeno (H20>), las cuales son altamente reactivas y dafian a la membrana celular
(Meaney, 1999).Ademas el desacoplamiento de la eNOS, produce Oy NO
simultdneamente, bajo esta circunstancia, la eNOS puede convertirse en
generadora de peroxinitrito, (ONOO") (Cai, 2000).

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

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

los procesos bioldgicos (Hicks, 2006).

El deterioro celular producido por el EOx es responsable de diversas enfermedades
cronico degenerativas, como el Alzheimer, Parkinson, enfermedad de Huntington,
lesiébn cerebral hipertensiva, distrofia muscular, esclerosis multiple, cancer,
degeneracion de la retina, enfermedades autoinmunes, artritis reumatoide,
diabetes, sindrome metabdlico, anomalias cardiovasculares, hipertension,
trastornos nefroldgicos, enfisema pulmonar, infarto, anemia, hepatitis, pancreatitis,
envejecimiento prematuro, disfuncién endotelial y dermatitis, entre otras (Martinez,

2005; Delgado, 2010; Pisoschi, 2015).
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Especies Reactivas de Oxigeno
Las ERO pueden oxidar de manera directa y danar al ADN, proteinas, lipidos de

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

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

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

elevacion de agentes pro oxidantes, entre ellas se encuentran:

- Perdxido de hidrogeno (H203)

- Oxigeno singlete ('O2)

- Peroéxilo (R-O0)

- Semiquinona (Q)

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

Radicales Libres
La mayor parte de los compuestos quimicos de importancia biolégica estan

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

estara desapareado, generandose asi los RL (Quintanar, 2009).
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En sentido estricto los RL representan cualquier especie quimica de existencia
independiente que posee un electron desapareado, girando en su orbital atdmico
externo. Esta configuracion electroquimicamente inestable, les confiere la
propiedad de ser una especie quimica altamente agresiva y de vida corta, por lo que
actuan cercano al sitio en que se forman (Pérez, 2000; Chihuailaf, 2002; Venero,
2002).

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

contienen nitrégeno, carbono, fésforo.

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

La vida media biolégica de los RL es de microsegundos, a pesar de esto, pueden
reaccionar rapidamente con todo lo que esté a su alrededor, provocando dafio a
macromoléculas y a estructuras celulares como las membranas. Los RL tienen
diferente vida media, siendo siempre bajas pero suficientes para difundir y actuar

en organelos o células vecinas (Quintanar, 2009).

Fuentes de Produccién de Especies Reactivas de Oxigeno
Estas especies se generan continuamente en las células aerobias a través de

multiples vias y procesos entre ellos estan:
¢ Mitocondria: Durante el metabolismo aerébico normal, las mitocondrias son
importante fuente de ERO, consumen oxigeno molecular y lo reducen

secuencialmente hasta producir agua. Una pequefa fraccion del oxigeno se
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metaboliza via reduccidn univalente y los inevitables productos intermedios
de esta son; O2, H20,, -OH, (Rahal, 2014) y a través del desacoplamiento o
fuga de electrones provenientes de los complejos | y Il mitocondriales de la
cadena respiratoria (Hernandez, 2009).

e NAD(P)H oxidasas: Neutréfilos, monocitos, macréfagos, fibroblastos de la
tunica adventicia, células de musculo liso vascular y endoteliales contienen
NADPH oxidasas asociadas a la membrana plasmatica, estas enzimas
utiizan NADH o NAD(P)H como donadores de electrones para
generarO2(Ceballos, 2006)

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

e Peroxisomas: Contienen acil-coA oxidasa, dopamina-B-hidroxilasa, urato
oxidasa y otras, generan H202 como producto intermedio.

e EI citocromo P-450: Constituye una defensa primaria contra varios
xenobidticos y sustancias enddégenas que aumentan la produccién de RL
(Rahal, 2014).

e Xenobidticos: el paracetamol, el tetracloruro de carbono, la furosemida, el
humo de cigarrillos y la radiacion solar, producen RL (Venero, 2002).

e Metales de ftransicion: EI Fe?* y Cu* son catalizadores fuertes para
reacciones de oxidacion en la presencia de hidroperoxidos.

e Oftros oxidantes: A los radicales lipoperoxilo se les propone como los

principales mediadores de la peroxidacién lipidica (Ceballos, 2006).

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

reacciones metabdlicas en el citosol, especialmente en las células endoteliales de
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los vasos sanguineos y como producto de la accion de la familia de las sintasas del

oxido nitrico.

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

neuronas (Gutiérrez, 2006).

Entre las ERN se encuentran; el NO y el diéxido nitrico (NO2). EI NO radical de
importancia fisiolégica esencial en funciones biolégicas complejas como la
neurotransmision y neurorregulacion del sistema nervioso, asi como en procesos
de agregacion plaquetaria y coagulacion sanguinea, con el oxigeno genera NO2 y
con el Oz forma ONOO- (Quintanar, 2009), el cual puede oxidar diversas moléculas.
El ONOO- puede descomponerse en radicales OH independientemente de la
presencia de metales de transicion. La forma protonada del peroxinitrito (ONOOH)
es un fuerte agente oxidante, el cual consume a los grupos sulfhidrilos, ocasiona
dafo oxidativo en varias biomoléculas, actuando de forma similar al OH. También
es responsable de rupturas de ADN, oxidacion de proteinas y nitracién de

aminoacidos aromaticos (Pisoschi, 2015).

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

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

altos niveles de NO que promueven el EOx (Starke, 2013).

Finalmente el gen NOS3 codifica a la eNOS, que es producida en el endotelio. A

diferencia de la INOS, la eNOS es expresada en forma constitutiva, es decir sin que
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las células que la producen tengan que ser activadas por citocinas. Por ello, la eNOS
realiza las funciones normales del endotelio. Las ERO reaccionan con el NO, lo que
tiene primordial importancia para comprender los procesos oxidativos que se lleva
a cabo en la pared vascular y las acciones contra reguladoras de los antioxidantes
(Meaney, 1999).

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

respuestas celulares a agentes patdégenos (bacterias, protozoos, virus), ademas de
la funcidon de numerosos sistemas de sefalizacién celular asi como respuesta
mitogénica, sintesis de colageno, sintesis de prostaglandinas, disminucién de la
sintesis de catecolaminas, modificaciones de las biomembranas y favorecen la

quimio taxis (Venero, 2002; Echeverri,2010).

Dafo a Moléculas Biolégicas
Por otra parte, las ERO a altas concentraciones ocasionan dafio a los acidos

nucleicos, proteinas y a los fosfolipidos de la membrana celular. La interaccion de
las ERO con estas moléculas producira en ellas modificacién estructural, que se
traducira en alteracion funcional de importancia biolégica con consecuencias
irremediables a corto, mediano o largo plazo (Paredes y Roca, 2002; Echeverri,
2010; Cruz, 2011).

Lipidos

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

En ausencia de iones metalicos los R-OOH se pueden acumular en la membrana y
con esto alterar su funcién. También se pueden transformar en hidrocarburos

volatiles, alcoholes o aldehidos como el 4-hidroxinonenal (4-HNE) vy
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malondialdehido (MDA) entre otros (Chihuailaf, 2002), los cuales se difunden lejos
del lugar donde se originaron, ocasionando dafios a otras macromoléculas. Dentro
del proceso de la LPO, los RL que se forman pueden causar también dafo a las

proteinas de la membrana celular (Quintanar, 2009).

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

su accién es menos dramatica en comparacion de los lipidos, debido al lento
progreso de las reacciones. La accion de las ERO sobre las proteinas se ejerce
sobre los enlaces insaturados, los anillos aromaticos de los aminoacidos y los
grupos tiol. De esta forma, proteinas ricas en determinados aminoacidos (triptéfano,
tirosina, fenilalanina, histidina, metionina y cisteina) pueden sufrir modificaciones
estructurales y funcionales. Los grupos sulfhidrilo pueden ser transformados en
puentes disulfuro, lo que produce inactivacién enzimatica (Zorrilla, 2002). Los
productos del dafio oxidativo de proteinas son la formacion de H>O2 y carbonilos
(Chihuailaf, 2002).

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

induccién de la transcripcion, estimulo de vias de sefalizacion, errores en la
replicacion e inestabilidad gendmica, procesos asociados con la carcinogénesis y
oxidacion del genoma. Se sabe que el dafo oxidativo sobre el ADN producido
especificamente por el OH, conduce a diversas modificaciones, principalmente en
la desoxirribosa, provocando liberacién de las bases nitrogenadas que se
encuentran unidas a este azucar, (Delgado, 2010) esto produce la fragmentacion
de una o ambas cadenas ocasionando deleciones que dan como resultado
mutaciones, reordenamientos cromosoémicos, activacion o inactivacion de genes,
fragmentacién de cadena sencilla y en el momento de la replicacion esta
fragmentacién influye en la erosién telomérica acelerando el acortamiento (Venero,
2002; Echeverri, 2010). Ademas, si los sistemas de reparacion del ADN son

superados, por el EOx se puede inducir el proceso de apoptosis, cuando la
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reparacion es imposible o el dafio fue extensivo, estas modificaciones pueden

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

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

antioxidante capaz de estabilizar a los RL y neutralizar sus efectos, entres las
enzimas antioxidantes estan; la superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT),
glutatién-S-transferasa (GST), glutation peroxidasa (GPx), glutatiéon reductasa (GR),
Tiorredoxina reductasa (TrxR) entre otras. Ademas de un complejo de moléculas

antioxidantes como la vitamina C, vitamina E, polifenoles y el glutation (GSH).

Glutation
Por otra parte, una de las moléculas antioxidantes es el GSH que consiste del

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

Durante la detoxificacion de las ERO, el GSH esta involucrado en dos tipos de
reacciones: la interaccion no enzimatica con radicales como el anién Oz, NO-, y
radical OH. Otra forma es proporcionando un electron para la reducciéon de H2O2 en
la reaccién catalizada por la GPx. El producto final de la oxidacion de GSH es el
disulfito de glutation (GSSG, constituido por dos moléculas de GSH unidas por un
puente disulfuro) el cual es regenerado por la GR enzima que transfiere electrones

del NADPH al GSSG, reduciendo esta molécula. Durante las reacciones catalizadas
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por la GPx y la GR el GSH no es consumido, pero es reciclado y asi puede de nuevo
ser utilizado cuando se requiera. Por otro lado, durante la generacion de conjugados
S-GSH por la GST o por la liberacién de GSH, el nivel total de GSH disminuye dentro
de la célula. Por lo tanto, el GSH utilizado para esos procesos tiene que ser

reemplazado por sintesis de novo (Martinez-Samano, 2011).

Enzimas antioxidantes

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

en H202 y O2 seguida de degradacion adicional del H2O- el cual es facilmente
metabolizado a agua mediante CAT y GPx. Se han descrito tres isoformas de SOD
en humanos, que incluyen a la SOD1: SOD cobre-zinc (SOD Cu-Zn), la SOD2: SOD
Manganeso (SOD-Mn) y la SOD3: SOD Extracelular (EC-SOD) (Vargas, 2009).

La SOD Cu-Zn es un homodimero encontrado en el citosol del medio intracelular, la
SOD-Mn se sintetiza en el citosol antes de transportarse a las mitocondrias, donde
el homotetramero activo es para neutralizar los RL producidos durante el
metabolismo aerobio su expresion es inducida por estimulos mecanicos, quimicos
y biolégicos como el choque térmico, radiaciones ultravioleta, metales pesados y
EOXx, por ultimo la EC-SOD es un tetrdmero encontrado de modo exclusivo en

dominios extracelulares (Cota, 2014).

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

encuentra dentro de los peroxisomas de las células y el citoplasma de los eritrocitos.
Se expresa en todos los tejidos, mayormente en el higado y los rifiones. La CAT
consiste en cuatro subunidades idénticas que contienen en el sitio catalitico un
grupo hemo (Peraza-Reyes 2008), a diferencia de otras enzimas que requieren de
sustrato reducido, las catalasas dismutan el H2O2 en agua y di oxigeno evitando que
se forme el radical OH y 'O (Diaz, 2003)

La CAT contiene moléculas de NADPH y se caracteriza por su alta capacidad de
reaccion pero poca afinidad al sustrato. Tiene dos funciones, catalitica y

peroxidativa. En la reaccion catalitica utiliza como donadores a otras moléculas de
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H202 (Cota, 2014), en la reaccion peroxidativa utiliza como donadores de hidrégeno
al metanol, etanol, acido férmico, fenol y formaldehido. La primera reaccion tanto
del mecanismo catalitico como peroxidativo es heterdlisis o rompimiento de los
enlaces oxigeno-oxigeno, en la reaccién catalitica se transfieren dos electrones de

la enzima a un oxigeno para formar agua (Peraza-Reyes 2008).

Glutatiéon peroxidasa
La GPx es el nombre genérico de un grupo de isoenzimas dependientes de selenio

que poseen una triada catalitica compuesta de selenio-cisteina, glutamina y
triptéfano; se conocen cuatro enzimas mayoritarias en los tejidos de los mamiferos,
son dependientes de selenio, catalizan la reduccién de H202 y también la reduccion
de lipoperodxido, utilizando GSH como agente reductor (Lubos, 2011; Cota, 2014).
Tres de ellas son tetraméricas (GPx-1, -2 y -3) y una monomérica (GPx-4), GPx-1
es citosolica, GPx-2 gastrointestinal, GPx-3 plasmatica y GPx-4 de hidroperoxidos
de fosfolipidos (Cota, 2014).

La capacidad reductora de las GPx se basa en altas concentraciones de GSH.
Durante el mecanismo catalitico de la GPx el selenol reacciona con el peréxido para
dar acido selénico, aqui es donde se une el primer GSH formando agua y la
conjugacién de proteina Se-SG, se enlaza a un segundo GSH produciendo Se-GH
mas H*y el GSSG. El GSSG formado durante la reaccion es reducido por la enzima
GR utilizando NADPH como cofactor, (Cardenas- Rodriguez et al., 2008).

Todas las isoformas de GPx pueden reducir el H202, perdéxidos de alquilo,
hidroperoxidos de acidos grasos. Sin embargo, GPx-4 también reduce
hidroperdxidos en lipoproteinas y lipidos complejos tales como los derivados de

ésteres de colesterol, colesterol y fosfolipidos (Zuluaga, 2012).

Tiorredoxinas

La tiorredoxina reductasa (TrxR) es una seleno proteina que actia como enzima
antioxidante, facilitando la reduccion de otras proteinas a través de un intercambio
tiol-disulfuro por las dos seleno-cisteinas vecinas que posee. Estas seleno-cisteinas

son la clave para la capacidad de la tiorredoxina de reducir a otras proteinas.
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Glutation-S-transferasa
La familia de las GST son multifuncionales localizadas en el citosol, las mitocondrias

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

facilitando su excrecion de la célula (Vararattanavech, 2003).

Glutatién reductasa
La GR es homodimérica compuesta por dos unidades idénticas entre si unidas por

un puente disulfuro. El sistema antioxidante GPx y GR esta relacionado con otros
sistemas antioxidantes como la SOD/CAT. Se ha observado que ambos sistemas
no actuan a la par, la CAT actua en presencia de altas concentraciones de H202 y
a bajas concentraciones actua la GPx. La actividad de la CAT y de la GPx esta
inversamente correlacionada, mientras que la CAT y GR presentan correlacion
positiva. La GR permite mantener concentraciones de GSH en la célula no solo para
ser utilizado por la GPx en la eliminaciéon del H20,, este GSH es de utilidad en la
recuperacion de las vitaminas C y E luego de participar en la eliminacion de RL

generados in situ o a distancia.
Selenio

El selenio (Se) es un micronutriente, se encuentra en el pan, los cereales, el
pescado, las carnes, las lentejas, la cascara de las patatas y los huevos. Esta
presente en el aminoacido selenocisteina y también se puede encontrar como
selenometionina, reemplazando al azufre de la cisteina y la metionina

respectivamente. Forma parte de la GPx, yodotironina deiodinasa y TrxR.

El Se, ayuda a neutralizar los ERO, Las investigaciones realizadas sugieren la
existencia de correlacién entre el consumo de suplementos de Se y el aumento de
la capacidad antioxidante. La deficiencia de Se es relativamente rara, pero puede
darse en pacientes con disfunciones intestinales severas o con nutricion

exclusivamente parenteral, asi como en poblaciones que dependan de alimentos
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cultivados en suelos pobres en selenio. La ingesta diaria recomendada para adultos

es de 55-70 ug; mas de 400 ug puede provocar efectos toxicos.

Antecedentes de Estrés oxidante en Sindrome de Marfan
La incidencia del SM es de 1-3 casos por cada 10,000 habitantes, es una

enfermedad compleja causada por multiples factores, por lo tanto, es posible que el
exceso de la produccién de las ERO sea factor que contribuya a la degeneracion de
la pared arterial, disfuncion endotelial y formacion de aneurisma aértico (Ramirez,
2012).

Por otro lado, las ERO activan a las metaloproteasas de la matriz, esto implica
extensa degradacion de la matriz extracelular (Fiorillo, 2010) que se caracteriza por
el debilitamiento y dilatacidon localizada de la pared adrtica lo que sugiere su

participacion en la patogénesis de los aneurismas aorticos (Ejiri, 2003).

Por otra parte, resultados obtenidos recientemente en nuestro laboratorio indican
que en pacientes con SM la actividad de la expresion de las enzimas que utilizan
GSH estan disminuidas al igual que el FRAP (poder antioxidante de reduccién
férrico) y el indice de LPO incrementado, mientras que en suero se encontro que el
FRAP esta disminuido y la carbonilacion incrementada. Por otro lado, el mecanismo
por el cual se producen las ERO que contribuyen al dafio aértico en el SM no esta
bien definido. Sin embargo, se ha observado que la expresion de la enzima INOS
esta incrementada al igual que los nitratos y nitritos, lo que indica que parte del dafio
oxidativo de estos individuos también es causado por ERN (Soto, 2014). Asi mismo,
en modelos animales se ha observado que la expresion de las enzimas precursoras
del Oz, xantina oxidasa (ORX) y NADPH oxidasa estan incrementadas al igual que
la expresion de la INOS que es precursora del NO en el proceso de inflamacion. La
tasa de reaccion existente entre el NO y el O2 es tres veces mayor que la tasa de
reaccion entre el Oz y la SOD, esto promueve la formacién del ONOO" y su
acumulacién dentro de la célula, lo que incrementa el dafio celular por oxidacion
(Yang, 2010).
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Ademas, recientemente surgieron evidencias sobre el papel del TGF-f, el cual altera
la via de senalizacion y participa en la patogénesis del SM. Se conoce que la matriz
extracelular regula la activacion y disponibilidad del TGF- debido a que existe
defecto o deficiencia de fibrilina-1, la matriz extracelular produce mayor liberacioén y
activacion de TGF-B y se ha descrito que el Smad-dependiente y el ERK
dependiente no canonico de la via de sefalizacion de TGF- contribuyen al

desarrollo del aneurisma de la raiz adrtica en modelos de ratén con SM (Wilton,
2007).
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JUSTIFICACION
En el SLD, variante del SM, las caracteristicas principales son: la presencia de

aneurismas cerebrales, de aorta toracica y abdominal, siendo esta la principal causa
de muerte. Publicaciones anteriores en los aneurismas del SM, indican que el EOx
participa en la patogenia del tejido adrtico. Sin embargo, en el sindrome SLD no se

ha descrito la participacion del EOx, en la formacion del aneurisma.

Las actividades de las enzimas antioxidantes, incluidas las de las isoformas de
SOD, CAT, TrxR y GST disminuyen en los AAT de pacientes con SLD. Estas
disminuciones en las actividades enzimaticas favorecen la acumulacion de ERO
que contribuye a disminuir el GSH y favorece la LPO y la carbonilacién. La
disminucion de Se y Nrf2 también afecta la actividad y / o expresion de algunas de
estas enzimas antioxidantes. El aumento de GR no restablece completamente la
concentracion de GSH, que se refleja en la disminucién del TAC y en las enzimas
que lo utilizan como cofactor, lo que contribuye y favorece la produccién de ERO.
Esto conduce a un fondo oxidante de retroalimentacion positiva que contribuye a la

formacion de AAT.

HIPOTESIS

e Hipdtesis alterna
o ¢En el tejido adrtico de sujetos con SLD la alteracion en la
homeostasis redox participa en la progresion del aneurisma aértico
toracico?
e Hipdtesis nula
o ¢En el tejido adrtico de sujetos con SLD la alteracion en la
homeostasis redox no participa en la progresion del aneurisma aértico

toracico?
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OBJETIVOS

General
¢ Analizar la actividad del sistema antioxidante enzimatico y no enzimatico en

el aneurisma aortico toracico.

Particular
¢ Identificar el dafio de la pared aortica.

e Determinar la actividad de las enzimas: GPx, GR, GST, TrxR, CAT y SOD.
e Cuantificar el indice de LPO, FRAP y GSH.
e Medir la expresion de las enzimas eNOS, ORX y Nrf2.

e Cuantificar la concentracion de Se.

MATERIAL Y METODOS

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

Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez” (protocolo institucional numero
09654).

Para cada uno de los pacientes e individuos control se presentd el consentimiento
informado de acuerdo con la declaracion de Helsinki, modificada en el Congreso de
Tokio, Japén (WMA, 2002).

Criterios de inclusion

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

Chavez. Los pacientes involucrados en el estudio fueron diagnosticados con SLD
por el médico especialista y cumplieron con el criterio de dilatacion aneurismatica
de aorta para ser sometidos a cirugia.

Un total de 10 con el diagnostico de SLD fueron reclutados entre marzo de 2011 a

marzo de 2019.
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Controles
Hombres y mujeres que ingresaron al Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio

Chavez, que fueron diagnosticados sin SM o alguna de sus variantes y que se hayan
sometido a cirugia.

El total de pacientes que fueron utilizados como control son 11.

Técnica Quirurgica
La técnica utilizada por nuestro servicio de cirugia cardiotoracica, fue con el paciente

en posicion decubito supino, anestesia general balanceada con intubacion
orotraqueal, se inici6 el acto quirurgico con incision en el sitio de canulacion, ya sea
toracica media para canulacion arterial central directamente en aorta, o canulacién
arterial periférica, ya sea subclavicular o femoral, donde se diseca hasta llegar al
paquete vascular y se colocan jareta polipropileno 5-0. Posteriormente, se realiza
incisién toracica media, se diseca por planos hasta esternén, se realiza
esternotomia longitudinal total con sierra oscilante, se realiza pericardiotomia, se
colocan jaretas con polipropileno polipropileno 3-0 en orejuela derecha y en vena
pulmonar superior izquierda para vent de cavidades izquierdas, para canulacion
venosa central, o en vena femoral se coloca jareta de polipropileno 5-0, para
canulacion venosa periférica. Heparinizacién y canulacién arterial y venosa, con
circulacién extracorporea e hipotermia moderada entre 28°C y 32°C e hipotermia
profunda a 18°C para cirugia de arco adrtico. Se realizé pinzamiento adrtico,
cardioplejia a 4°C tipo solucién de Bretschneider-histidina-triptéfano-cetoglutarato
(HTK o Custodiol). Con posterior aortotomia y segun sea el caso se realiza la técnica
quirurgica necesaria (Reseccién mas sustitucion por tubo de dacrén supracoronario
como técnica de Wheat, técnicas de sustitucién valvular y de aorta ascendente con
reimplante de ostium coronario como Bentall o Cabrol o reseccion aortica con
preservacion y reimplante valvular tipo David, todas previamente descritas), se
obtuvieron muestras de pared de aorta nativa resecada, con un tamafio de entre 1-
2 cm?, mismos que fueron puestos en solucion fisioldgica, para posteriormente ser

almacenados a -30°C hasta su utilizacion.
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Si bien ninguna de las técnicas quirurgicas descritas previamente fue planeada para
pacientes con aneurismas de aorta y SLD, estas fueron aplicadas en estos
pacientes, donde las mas usadas en el mundo y también asi en nuestro servicio de
cirugia cardiotoracica, son el procedimiento de Bentall y el procedimiento de David
V. Donde la técnica de Bentall consiste en el reemplazo de la raiz de la valvula
aortica y la aorta ascendente con un tubo de dacron, al que se anastomosan ambas
arterias coronarias en las caras laterales y en uno de sus extremos a una protesis
valvular. (Bentall, 1968) La diferencia entre la técnica de Bentall y la técnica de
David tipo 5 es que en esta ultima, la valvula aodrtica nativa y las comisuras
valvulares se conservan y se vuelven a implantar dentro del tubo de dacrén. (David,
1992)

Homogeneizacién de aorta
Las muestras de aorta fueron homogeneizadas con nitrégeno liquido, y politronadas

en solucibn de sacarosa [0.25mM sacarosa, 10mM Tris, 1mM de
etilendinitrilotetracetato disédico (EDTA) a pH 7.35], en presencia de inhibidores de
proteasas (1 mM PMSF, 2 uM pepstatina A, 2 uM leupeptina y 0.1% de aprotinina)
después se centrifugd a 2500 rpm durante 10 minutos a 4°C. El sobrenadante fue
separado y almacenado a -30°C. La determinacion de proteina fue realizada por el
método Bradford (Bradford, 1976).

Deteccion de las enzimas antioxidantes SOD Mn, SOD Cu Zn y CAT en geles
nativos de poliacrilamida
La determinaciéon de la actividad de las enzimas antioxidantes se realizé después

de haberlas separado mediante geles nativos de poliacrilamida, siguiendo la técnica
descrita por Laemmli (1979). El gel concentrador al 4% contenia 2.28 mL de agua
des ionizada y destilada, 1 mL de buffer pH 6.7, 0.66 mL de solucién de acrilamida/
bisacrilamida 30%, persulfato de amonio a 0.010% y TEMED 0.01% el gel
resolvedor al 8% se elabord con 4.73 mL de agua des ionizada y destilada, 2.53 mL
de amortiguador pH 8.9, 2.43 mL de solucién de acrilamida/bis-acrilamida 30%,
0.008% de persulfato de amonio y 0.02% de TEMED. Los geles fueron cargados
con 100 ng de CAT (Sigma C-40), 100 ng de SOD de higado de bovino (Sigma S-

2515) como estandar y 100 pg de proteina proveniente de los homogenados de
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aorta. La electroforesis se corri6 con amortiguador de tris-glicina pH 8.3 a 15- 25
mA.

Al término de la electroforesis y para determinar la actividad de la CAT el gel se lavd
con agua destilada por 10 min tres veces, e incubd con H202 por 10 min, pasado
este tiempo se decantoé el H2O2 y se incubd con una mezcla al 1% de KsFe (CN)s y

1% FeClz 6H20 por 10 min en la oscuridad y después se lavd con agua destilada.

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

el programa Kodak versién image 3.5.

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

amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.0 que contenia N3Na 6.5 mg, EDTA 1 mM,
NADPH 0.2 mM, GSH 1 mM y glutation reductasa 1 U/L, y a 37°C por 5 min se

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

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

proteina del homogenizado de aorta se le agregd 1.6 mL de buffer fosfato 50 mM,
pH 7.3, mas 300 uL de CDNB (1-cloro-2,4-dinitrobenzina) 10mM y 300 uL de GSH
10mM. La mezcla se incub6é por 10 minutos a 37°C, posteriormente se leyd la

absorbencia a 340 nm.

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

Glutation reductasa
A 100 pug de proteina del homogenizado de aorta se le agregaron 800 uL de buffer
fosfato 0.2 mM, pH 7.3, mas 0.5 mM de EDTA, 100 uL de NADPH 0.1 mM, y 100
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uL de GSSG 1mM, se incubd a 37°C por 10 minutos, la absorbencia se leyd a 340
nm. La actividad de la GR se expresa en pmol de GSSG reducido por minuto por

mg de proteina (Deponte, 2013).

Glutatiéon reducido
100 ng de proteina del homogenizado de aorta se desproteinizé con &acido

tricloroacetico al 20%, se centrifugd a 5000 rpm por 5 min, después se recupero el
sobrenadante al cual se le agregaron 900 ul de buffer fosfato (KH2PO4) 50mM, pH
7.3, mas 100 uL de reactivo de Ellman (5,5’ dithiobis 2-nitrobenzoico) 1M, se incubd
a temperatura ambiente por 5 min, la absorbencia se leyé a 412 nm. La curva de
calibracién se realizé con GSH a una concentracion de 5 a 25 ymol/mL (Ellman,
1959).

Determinacién de eNOS, ORX y Nrf2 por inmunotransferencia
100 ug de proteina de homogeneizado de aorta se mezclé con amortiguador de

carga (glicerol 59% vol/vol; tris HCI, pH 6.5; SDS 1%, azul de bromofenol 0.1%, 2-
mercaptoetanol 0.05%). La mezcla se calenté a 100° C por 1 min. Las proteinas
fueron separadas en gel de SDS/PAGE al 8% bajo condiciones reductoras, al
término de la electroforesis, el gel fue transferido a una membrana de nitrocelulosa
45um Hybond-P. La membrana fue bloqueada durante 3 horas con TBS (buffer de
Tris-Glicina pH 7.4) que contenia 5% de leche deshidratada desgrasada y Tween-
20 al 0.05%.

Después la membrana se incubd con una dilucion 1/500 a concentracion final de
400 ng/mL de anticuerpo primario policlonal de conejo y monoclonal de raton contra
eNOS, ORX y Nrf2 respectivamente, se dejé agitar toda la noche a 4°C,
posteriormente la membrana se enjuago tres veces con TBS e incubd con una
diluciéon 1/1250 a concentracion de 320 ng/ml de anticuerpo secundario policlonal
de cabra anti IgG de conejo por 3 h a temperatura ambiente, el revelado se hizo con
3'3’diaminobenzidina. Después de identificar la proteina problema, la membrana se
lavé con amortiguador de 1% de TRIS, 1% de SDS y 100mM de - mercaptoetanol
pH 2 por 2 horas, pasado el tiempo se lavd con TBS, después se bloqued por 3

horas e incubd durante la noche con una dilucién 1/1000 con una concentracion de
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100 ng/mL de anticuerpo monoclonal de ratén anti B-actina biotinilados, y se revelo
con 3'3’diaminobenzidina. La membrana se analiz6é por imagen (pixeles) mediante

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

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

FRAP. Se basa en la reaccidon de los antioxidantes presentes en la muestra y el
cloruro de hierro (Felll) en un medio acido, formandose ion ferroso (Fell), el cual es
capaz de unirse al 2,4,6,-Tris2-pyridil-s-triazine para generar un compuesto color
azul. A 1 mg de proteina del homogeneizado de aorta se le agregaron 1.5 mL de
mezcla de reaccioén; la cual consistié de 300mM de amortiguador de acetatos pH
3.6, 20mM de hexahidrato de cloruro férrico, 10mM de 2,4,6,-Tris2- pyridil-s-triazine
disuelto en 40mM de HCI en relacion 10:1:1 v/v respectivamente; se mezclo
vigorosamente en vortex por 5 segundos y se incub6é a 37°C por 15 min en
oscuridad, finalmente se centrifugd a 5000rpm. La absorbencia se midié a 593nm
en un espectrofotdmetro (UNICO UV 2100). Para la curva de calibracién se utilizd
1.5 mLde la mezcla de reaccion y 50 pL de la dilucion de TROLOX (acido 6-hidroxi-
2-5-7-8-tetrametilcroman-2-carboxilico) (Zuhiga et al., 2013).

indice de lipoperoxidaciéon

En el homogeneizado de aorta, se midi6 el indice de LPO, un marcador de dafio
causado por los RL a los lipidos insaturados de la membrana celular, con el método
convencional de TBARs (Thiobarbituric acid reactive substances, por sus siglas en
inglés). El ensayo de TBARs se fundamenta en la reaccion del MDA con dos
moléculas de acido tiobarbiturico en medio acido y a temperatura aproximada de

100°C, formando un complejo colorido.

A 100 ug de proteina, se le agregaron 50 yL de metanol con BHT al 4% y 1 mL
buffer de fosfatos a pH 7.4, se mezclo vigorosamente en vortex durante 5 segundos,
e incubd 30 min en bafio maria a 37°C. Al finalizar de la incubacion, se agregé 1.5
mL de acido tiobarbiturico a 0.8 M volviendo a incubar durante 1 h en bafio maria a
100°C, después de ese tiempo y para detener la reaccion, las muestras fueron

colocadas en hielo, adicionando 1 mL de KCI al 5% mas 5 mL de n-butanol, se
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mezclé vigorosamente con vortex durante 30 s y posteriormente se centrifugd
durante 5 min a 376 g a temperatura ambiente. Después de la centrifugacion se
extrajo la fase de n-butanol y se medié la absorbencia a 532 nm. La curva de

calibracién se realizé utilizando tetraepoxipropano (Sigma) (Pérez, 2009).
Selenio

A 250 pg de proteina del homogeneizado de aorta, se le agrego 500 pl de mezcla
acida (4:1 vol/vol de HNO3+HCI) mas 500 pl de H202 al 10%, se incubaron en bafo
de arena a 110°C por 4 horas, después de la incubacion se les agregd 100 ul de
H>O destilada, 150 ul de NaOH 0.5N, 200 pl formaldehido 30%, 200 ul de una
mezcla que contenia (sulfuro sédico 0.5N y sulfito sédico 0.5N), 250 yl EDTA 0.01M
y 300 ul de azul de toluidina, se dejo incubar 15 min a 25°C, al finalizar el la
incubacion se centrifugé a 3500 rpm por 2 min y se leyé la absorbencia a 600 nm.

La curva de calibracion se realizé con selenito de sodio.
Tiorredoxina reductasa

La actividad de la enzima TrxR se determiné indirectamente por la cantidad de
DTNB en presencia de NAD(P)H para formar 2 moles de TNB, la oxidacién del
DTNB se monitorea mediante el uso de espectrofotometria a 412 nm a 37°C. Para
medir la actividad de la TrxR, se utilizaron 100 pug de proteina del homogenizado de
aorta suspendidos en 3 ml de amortiguador de fosfatos (KH2PO4) 0.1mM (pH 7.0),
adicionado con NAD(P)H 0.2 mM, EDTA 1mM, albumina sérica bovina 0.1mg/ml, la
muestra se leyé de manera pareada como sigue; la muestra se ley6 en presencia
de 20 ul del inhibidor especifico para TrxR, auronafin 10uM vy el duplicado de la
muestra sin el inhibidor. La mezcla se monitoreo en un espectrofotdmetro a 412 nm
por 6 min.

Histologia

Para la histologia, 2 mm de segmentos de aorta fueron lavados con 0.9% de NaCl
por 30 segundos. La solucion fue decantada, después se afiadié amortiguador de
fosfatos con 10% de formalina por 24 horas, posteriormente se hicieron tinciones de

hematoxilina-eosina, Masson, y Weigert segun los protocolos estandar del
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laboratorio (Lee, 1999), las secciones histolégicas fueron analizadas usando
microscopio de luz Carl Zeiss modelo 63300 equipado con camara digital Tucsen
de 9 megapixeles con software TSview 7.1, con magnificacion de 40X. Las
microfotografias fueron analizadas usando el programa Sigma Scan Pro5 Image

Analisis Software. Los valores fueron expresados en unidades por pixel.

ANALISIS ESTADISTICO
Los datos se presentan como la media + error estandar. La diferencia estadistica se

determind por la prueba Mann-Whitney Rank Sim Rest y se normalizo con la prueba
de Shapiro-Wilk. Una P<0.05 se consider6 como significativa. Las graficas y el
analisis estadistico se hicieron con el programa SigmaPlot 14 (Systat Software Inc.,
Richmond, California, USA).

RESULTADOS

Las caracteristicas de los pacientes se muestran en la tabla 1.

Caracteristicas clinicas que distinguieron a los pacientes y que se han relacionado
con el sindrome de Loeys Dietz.

Paciente de 16 afios de edad el cual fue intervenido de Comunicacién
Interventricular a la edad de 2 anos, 13 afios después, fue evaluado por el
Cardidloga y encuentra dilatacién aortica, razén por la cual fue enviado a evaluacién
por Reumatologia dado que encontraba algunas caracteristicas clinicas sugerentes
de sindrome de Marfan. Al evaluar este paciente tenia caracteristicas clinicas
distintivas del sindrome de Loeys-Dietz, tales como uvula bifida, pectum carinatum
y el llamado Club del Pie. El paciente no cumplia datos para ser clasificado como
SM, ya que solo cumplia con algunas caracteristicas del Score sistémico, no tenia
luxacion del cristalino, tenia hipertelorismo, uUvula bifida, pectum carinatum, vy
tortuosidad arterial. La determinacion gendmica. Fue positiva para el receptor del
gen de crecimiento transformante B2, en el exdn 5. En la foto podemos apreciar la
uvula bifida (Figura 20A), y tenia sobre posicion dentaria. En el mismo paciente
observamos que el paciente tiene una cicatriz en torax de la cirugia de CIV, el
paciente tiene pectum carinatum importante y pie plano. (Figura 20 B-C)
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Figura 20 A. Paciente con Sindrome de Loeys-Dietz donde se observa uvula bifida.
Figura 20 B. Misma paciente con pectus carinatum.

Figura 20 C. Misma paciente con pie plano.

En la Figura 21 mostramos a una paciente de 20 afios de edad con hipertelorismo,
los antecedentes relevantes de la paciente fue que el padre muri6 a los 26 afios por
diseccién adrtica, un hermano de la paciente fallecié a la edad de 17 anos por
diseccién aortica y una hermana a la edad de 18 afos. La paciente fue intervenida
de con cirugia selectiva, mediante procedimiento de David, con lo cual ella ha
evolucionado satisfactoriamente. Ella tenia ademas millita en la piel y uvula
ensanchada, no tiene luxacion de cristalino, fue positiva para el gen de TGFBR2.
En la figura 22 Se muestra el tipo de lesiones que pueden observarse en estos
pacientes a nivel de paladar y de la posicién dentaria, esta foto corresponde al

hombre de 46 anos de edad.

58



Figura 21. Paciente con Sindrome de Loeys-Dietz, donde se observa
hipertelorismo.

Figura 22. En esta foto, se muestra el tipo de pliegues que se pueden presentar en
el paladar de un paciente de 46 afos con el SLD, tiene una forma ojival importante
con sobre posicion dentaria y Uvula bifida, (tenia ademas escoliosis importante sin
luxacién de cristalino y dilatacién aortica con tortuosidad arterial)
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Resultados de la actividad enzimatica
La actividad de la SOD-Mn y de la SOD Cu/Zn presentaron aumento significativo en
comparacién con el grupo C (p=0.04 y p=0.03, respectivamente) (Figura 23).
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Figura 23. Actividad del promedio de la enzima SOD-Mn y Cu/Zn en los pacientes
con SLD los resultados expresan la media + error estandar. La imagen del centro
es un gel representativo de la electroforesis de las isoformas de SOD.
La expresion de la SOD Cu/Zn no mostro cambios significativos entre los pacientes
con SLD y el grupo C, (figura 24).
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Figura 24. Expresién de la enzima Cu/Zn en los pacientes con SLD. Los resultados
se expresan como la media + error estandar. La imagen inferior representa una

transferencia representativa de la electroforesis de la expresion de la SOD Cu/Zn.

La actividad de la CAT en los pacientes con SLD disminuy6 significativamente en

comparacién con el grupo C (p=0.01), (figura 25).
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Figura 25. Actividad de la enzima CAT. Los resultados se expresan como la
media + error estandar. La imagen del centro es un gel representativo de la
actividad de la CAT.

La actividad de la GPx disminuy6 significativamente en el grupo de pacientes con

SLD en comparacion con el grupo C (p=0.02) (figura 26).
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Figura 26. Actividad de la enzima glutation peroxidasa en los pacientes con SLD
en comparacion con el grupo C, los resultados se expresan como la media + error

estandar.

Los resultados de la actividad de la GST mostraron disminucion significativa
(p=0.04) en el grupo de pacientes con SLD en comparacion con el grupo C (figura
27).

62



0.020

0.015 1

0.010 A

0.005

p=0.04 I

GST activity
(GS-DNB umol/mg of protein)

I I
0.000 = BE

Figura 27. Actividad de la enzima Glutation-S-transferasa en el grupo de pacientes
con SLD en comparacion con el grupo C, los resultados se expresan como la media

+ error estandar.

La GR se encontré6 aumentada significativamente (p=0.006) en el grupo de

pacientes con SLD en comparacion con el grupo C (figura 28).
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Figura 28. Actividad de la enzima Glutation reductasa en el grupo de pacientes
con SLD en comparacion del grupo C, los resultados se expresan como la media +

error estandar.
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La actividad de la TrxR presento disminucion significativa (p=0.01) entre los

pacientes con SLD, en comparacion con el grupo C (figura 29).
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Figura 29. Actividad de la TrxR en los grupos experimentales, Los resultados se

expresan como la media + error estandar.

La expresion de la eNOS presentd tendencia a disminuir sin alcanzar diferencia
significativa en el grupo de pacientes SLD, en comparacién con el grupo C (figura
30).
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Figura 30. Expresion de la sintasa de oxido nitrico endotelial. Los resultados se
expresan como la media + error estandar. La imagen de debajo del histograma

representa la inmunotransferencia representativa de la expresion de la eNOS.

La expresion de la xantina-oxidasa presento en los pacientes con SLD en

comparacién con los pacientes C un incremento significativo (p=0.05 , figura 31).

1.2 -
1.0 I
T
£ 0.8 1 T
5
¢
3 0.6 1
X
14
O 04 4
0.2 - p=0.05
0.0
ORX

300 kDa Al o Ao R

a-actin

C LDS

Figura 31. Expresién de la xantina-oxidasa en los grupos experimentales, Los

resultados se expresan como la media + error estandar.

La expresion del Nrf2 presento en los pacientes con SLD en comparacion con el

grupo C una disminucion estadisticamente significativa (p=0.02, figura 32).
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Figura 32. Expresién del Nrf2 en los grupos experimentales, Los resultados se

expresan como la media + error estandar.

Sistema antioxidante no enzimatico

La capacidad antioxidante no enzimatica total (TAC por sus siglas en ingles), se
encontré disminuida significativamente (p=0.01) en los pacientes SLD en
comparacién con el grupo C (figura 33).
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Figura 33. Capacidad antioxidante del sistema no enzimatico en el grupo con SLD
en comparacion con el grupo C. Los resultados se expresan como la media + error

estandar.
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El indice de LPO tendi6 a elevarse sin alcanzar significancia en el grupo de

pacientes con SLD en comparacion del grupo control (figura 34).
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Figura 34. indice de lipoperoxidacion. Los resultados se expresan como la media +

error estandar.

La concentracién del GSH disminuyo significativamente (p=0.04) en el grupo de
pacientes con SLD en comparacion del grupo control (figura 35).
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Figura 35. Niveles del GSH en los grupos experimentales, Los resultados se

expresan como la media + error estandar.
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La proporcion de NO3z™ y NO2” mostro tendencia a aumentar sin alcanzar diferencia
significativa en el grupo de pacientes con SLD en comparacién del grupo control
(figura 36).
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Figura 36. Proporcién de NOs y NO>™ en los grupos experimentales, Los resultados

se expresan como la media * error estandar.

La concentracion de vitamina C mostro disminucion con diferencia significativa

(p=0.02) en el grupo de pacientes con SLD en comparacion del grupo C (figura 37).
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Figura 37. Niveles de vitamina C en los grupos experimentales, Los resultados se
expresan como la media + error estandar.
La carbonilacién de las proteinas en los pacientes con SLD mostro incremento

significativo (p=0.02, figura 38) en comparacién con el grupo C.
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Figura 38. Concentracion de carbonilos en las proteinas en los grupos

experimentales, Los resultados se expresan como la media + error estandar.

La concentracién del Se en el homogeneizado del aneurisma aodrtico en los
pacientes con SLD disminuy6 significativamente (p=0.02, figura 39) en comparacion

con el grupo C.
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Figura 39. Niveles de selenio en los grupos experimentales, Los resultados se

expresan como la media + error estandar.
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Histologia

Tincion Hematoxilina-Eosina

En la figura 40 A, se observa la fotomicrografia representativa de la pared media
aortica de un sujeto control, mostrando en color negro nucleos de fibrocitos
dispuestos en fasciculos, en rojo fibras elasticas, en color rosa fibras de colagena,
sin presencia de necrosis quistica. En la figura 40 B, se observa la fotomicrografia
representativa de la pared media aortica de un paciente con SLD, mostrando en
color azul nucleos de fibrocitos dispuestos en fasciculos, en rojo fibras elasticas y
en rosa fibras de colagena, en color blanco, se observa la presencia de necrosis

quistica.

Figura 40 A) fotomicrografia representativa de la pared media aortica de un
individuo Control, tincion hematoxilina-eosina 40X. A) Fibras elasticas en color rosa
intenso. B) Nducleos de fibrocitos en color oscuro. 40 B) Fotomicrografia
representativa de la pared media aortica de un paciente con SLD, tincidon
hematoxilina-eosina 40X. A) Necrosis quistica, con acumulacién de material amorfo.
B) Fibras elasticas y de colagena en color rojizo y rosa intenso. C) nucleos de

fibrocitos tenidos en color azul.
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Tincion Tricroémica de Masson

La figura 41 A muestra la fotomicrografia representativa de la pared media aortica
de un sujeto control, se observan fibras elasticas en color rojo, en azul fibras de
colagena y no se observa presencia necrosis quistica. La figura 41 B muestra la
fotomicrografia representativa de la pared media aortica de un paciente con SLD,
se observan fibras elasticas en color rojo, en azul fibras de colagena y en blanco se

observa necrosis quistica con presencia de material amorfo en azul tenue.

Figura 41 A) Fotomicrografia representativa de la pared media aortica de un
individuo Control, tincion tricromica de Masson 40X. A) Fibras elasticas en color rojo
B) Fibras de colagena en color azul. 41 B) fotomicrografia representativa de la pared
media aortica de un paciente con SLD, tincion tricrémica de Masson 40X. A) Fibras
de colagena en color azul intenso. B) Necrosis quistica con presencia de material
amorfo en color azul tenue C) Fibras elasticas en color rojo
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Tincién Weigert

La figura 42 A muestra la fotomicrografia representativa de pared media aortica de
un sujeto control, en color negro se observan las fibras elasticas, en café-amarillo
fibras de colagena, no se distingue necrosis quistica. La figura 42 B muestra la
fotomicrografia representativa de la pared media aortica de un paciente con SLD,
en color negro se observa las fibras elasticas fragmentadas, en café-amarillo fibras

de colagenay en color blanco se distingue necrosis quistica.

Figura 42 A) Corte histolégico de la aorta de un individuo Control. Tincién Weigert
40X. A) Fibras elasticas en color negro B) Fibras de colagena y elastina en color
rosa y color pardo claro. Figura 42 B) Corte histolégico de la aorta, de un paciente
con SLD, tincién Weigert 40X. A) Fibras elasticas B) Necrosis quistica C) Fibras de
colagena.
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DISCUSION

ElI SLD, es una variante del SM, como toda enfermedad genética compleja presenta
dafios en diferentes 6rganos y sistemas, la caracteristica principal del SLD es la
presencia de AAT de progresion rapida, diferentes trabajos han mostrado que la
sobreproduccion de ERO puede contribuir a la degeneracion de la pared arterial
(Xiong, 2000). La participacion de las ERO en la progresién del dafo aortico ha sido
descrita en modelos animales y en diferentes patologias incluyendo al SM. En el
SLD hasta el momento no ha sido reportado el desequilibrio de la homeostasis redox
que conlleva a la alteracion en el estado redox de las células (Yang, 2010) y la
participacion en la progresion del AAT. Por tal motivo el objetivo del presente trabajo
fue analizar la participacién del Se, el Nfr2 y la actividad de las enzimas

antioxidantes en tejido adrtico de pacientes con SLD.

Diversos estudios en modelos de raton con SM describen disfuncién vasomotora en
la aorta toracica asociada a ERO, lo cual ha sido ya reportado en nuestro grupo de
trabajo (Soto, 2014). También, se ha demostrado que en estos pacientes hay
alteracién en las enzimas antioxidantes como las isoformas de SOD. En (Soto,
2013) describié aumento en la actividad de las enzimas SOD Cu/Zn y -Mn en aortas
de pacientes con SM, Turner, hipertension arterial y algunas variantes de Marfan.
Sin embargo, en 2010 Yang habia reportado disminucion de las isoformas de SOD
debido al aumento de Ozen la aorta toracica en un modelo de ratén con SM, lo cual
relaciono con el deterioro de la funcidn aortica, en este mismo estudio mostré que
el tratamiento con SOD revirtio la hipersensibilidad de las arterias. La diferencia de
los resultados entre estos dos estudios podria ser el modelo utilizado, ya que uno

es en modelo murino y en el otro en pacientes con SM.

En esta investigacion, los resultados de la actividad de las enzimas SOD Cu/Zny -
Mn aumentaron, esto sugiere que la sobreproduccion de Oz, por ORX en el tejido
aortico puede incrementar la actividad de las isoformas de SOD. En 2003 Ejiri
describio que el tejido del aneurisma de aorta toracica presenta sobreexpresiéon de
NAD/NADPH oxidasa, esto se asocio con el aumento en la produccion de Oy, los

resultados muestra aumento en la expresion de ORX lo que podria aumentar la



concentracion del Oz y estimular a la SOD Cu/Zn y -Mn, aumentando la
concentracion de H202, esta ERO es mas dafina por la capacidad de difusién en la
membrana celular (Droge, 2002). Por otra parte, la expresion de la SOD Cu/Zn no
mostro cambios significativos estos resultados se pueden explicar tomando en
cuenta que expresion no es sindénimo de actividad y viceversa. Sin embargo, una de
las enzimas encargadas de la eliminacion de H202 es la CAT, la cual usa dos
moléculas de H2O2 para convertirlas en H2O y O». La sobre expresion de la CAT
previene la estimulacién de EOx (Diaz, 2003). Soto, en 2013 describidé que en aortas
de pacientes con SM estaba alterada la actividad de la CAT, esto atribuido en parte
a la exposicion continua de H2O2. Nuestros resultados muestran que la actividad de
la CAT presentd disminucién significativa. Esto se puede deber a la sobre
produccion de H2O2 ya que se ha descrito que excesivas concentraciones de
sustrato resultan en la inhibicion de CAT (Diaz, 2003). También la excesiva
concentracion de O puede causar inhibicién de la glucosa-6-fosfato que cataliza la
formacién del NADPH, que sirve como donador de electrones a la CAT (Siwik,
2001).

Por otro lado, otra de las enzimas encargadas de la detoxificacion de H20O2 es la
GPx, esta se encuentra en el citosol y en la mitocondria de las células de los
mamiferos y se ha descrito que es mas eficiente que la CAT al remover el H20>
intracelular bajo varias condiciones fisiologicas (Ye, 2015). Los resultados muestran
que la actividad de la GPx mostré disminucidon en los pacientes con SLD en
comparacioén a los sujetos C, esto puede ser debido a la baja disponibilidad de GSH,
ademas la GPx posee Se en su sitio catalitico y se ha descrito al Se como factor
limitante de la defensa antioxidante (Deponte, 2013). Ademas, una dieta rica en Se
causa serios dafios inclusive la muerte. Sin embargo, a concentraciones bajas
interfiere en la sintesis de aproximadamente 25 proteinas que usan selenocisteina,
asi mismo la deficiencia de Se ha sido descrito en patologias cardiovasculares
(Nuriez, 2013) y se ha especulado que en el SM puede haber disminucién de Se
que podria comprometer la actividad de la GPx (Dariush, 2009) y como

consecuencia decrementar su actividad, Los resultados obtenidos muestran que las
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concentraciones de Se estan disminuidas en los pacientes con SLD y esto impacta

tanto a la actividad de la GPx como de la TrxR enzimas seleno-dependientes.

Por otro lado, la GST, es la enzima que se encarga de conjugar al GSH con
xenobioticos, lipidos peroxidados, hidroperdxidos entre otras moléculas, para su
posterior eliminacién de la célula. Los sustratos utilizados por la GST son formados
como consecuencia de la modificacion de macromoléculas por ERO. Por lo tanto,
esta enzima esta considerada como antioxidante (Serratt, 2001). En 2013 Nufez
describe la disminucién de la GST en aortas de pacientes con SM. Ademas en otras
patologias que afectan el sistema cardiovascular en humanos y modelos murinos
asociadas al EOx, se ha observado disminucion en la expresion de la GST aunada
alincremento de la LPO (Soto, 2014). Nuestros resultados muestran que la actividad
de la GST disminuyé en los pacientes con SLD en comparacion al grupo C, esto
indica que la actividad decrementada de la enzima estad comprometida por la baja
disponibilidad del GSH lo cual contribuye a la tendencia a incrementar la LPO y la
carbonilacién. Ademas el aumento en la carbonilacion puede ser dependiente de la
disminucion en la actividad de la TrxR, lo que se reflejaria en una menor reduccion

de los grupos tioles en las proteinas por la TrxR.

Por otro lado, el GSH es el principal compuesto tiol intracelular, es un tripetido (y-1-
glutamil-i-cisteinil-glicina) producido por las células de los mamiferos, siendo el
mecanismo de defensa antioxidante por excelencia contra las ERO y electrofilos
(Ribas, 2014). El control de la homeostasis del GSH es a través del proceso de
consumo y suministro (Circu, 2012). La funcion antioxidante del GSH esta
determinada por el grupo tiol de la cisteina, este grupo se oxida cuando el GSH
reduce moléculas diana, electrofilos o ERO, posteriormente el GSH se oxida a
GSSG (Ribas, 2014) y también el GSH es oxidado por la GPx y regenerado a GSH
por la enzima GR, en este proceso se requiere del consumo de NADPH, este
equivalente reductor se produce en la via de las pentosas fosfato, donde la
oxidacion alternativa de glucosa no genera ATP, ya que su finalidad es proporcionar

ribosa-5-fosfato y NADPH para la sintesis de acidos grasos, esteroides y cofactor
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de GR (Droge, 2009). Por lo tanto, la alteracion de la actividad de la GR provocara
disminucion en las concentraciones de GSH dando lugar a aumento en los niveles
de ERO. La alteracion de la actividad de la GR y de los niveles de GSH por esta
consecuencia se ha reportado en varios procesos patolégicos asociada con

aumento del riesgo al EOx (Cisneros, 2014).

Los resultados muestran que la actividad de la GR aumento en el grupo con SLD, a
pesar de esto los valores de GSH no se restablecieron, eso podria limitar la actividad
de las enzimas GPx y GST. Estos resultados coinciden con lo descrito por Soto en
2014, en pacientes con SM, ademas sugiere que el EOx cronico en el SLD sea el
encargado de oxidar al GSH interviniendo en el balance redox. Otras de las causas
de la disminucion del GSH pueden ser la alteracion de la enzima y-glutamil-cisteina
sintasa, encargada de la sintesis de GSH y la deficiencia de los aminoacidos que
constituyen el GSH, lo cual podria predisponer el aumento de ERO y como
consecuencia EOx (Soto, 2015). Los resultados del TAC en donde el GSH participa
muestran que en el grupo con SLD disminuyd, lo cual confirma la presencia de EOx
en el tejido adrtico. Asi mismo, la LPO mostré tendencia a aumentar en el grupo con
SLD, esto indica la oxidacion de lipidos de la membrana celular, al mismo tiempo
que aumenta la oxidacion de &acidos grasos poliinsaturados, se incrementa la
produccion de compuestos pro oxidantes como el 4-hidroxinonenal y el
malondialdehido, derivados de esta oxidacion, los cuales potencializan el EOx
(Marotte, 2013).

Por otra parte, el factor de transcripcidn Nrf2 regula la expresion inducible de
numerosos genes de enzimas antioxidantes como la GPx, isoformas de SOD, GST
y TrxR mediante su union a secuencias especificas del ADN conocida como ARE
los cuales pueden ser activadas en la homeostasis del control redox. La disminucion
en la expresion del Nrf2 en los pacientes con SLD sugiere que este factor nuclear
puede ser en parte el responsable de la disminucion en la actividad de las enzimas
antioxidantes ocasionando en consecuencia el ambiente oxidativo en el SLD que

contribuye a la progresion del aneurisma aédrtico. También, los resultados mostraron
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que la eNOS presento tendencia a disminuir sin presentar diferencia significativa en
los pacientes con SLD en comparacion con los sujetos C, resultados similares
fueron descritos en 2015 por Soto, quien mostré que la actividad de la INOS y eNOS
presenté aumento y disminucion respectivamente en el homogenado de aortas de
pacientes con SM, sugiriendo que la produccion de NO basal en estos pacientes
proviene de la via de INOS y en menor medida de la eNOS, lo que contribuye a la
formacion del aneurisma, ademas de la supresion parcial de la via de la eNOS. Por
otro lado, en modelos animales de SM se ha descrito sobreproduccién de Oz por
parte de NADPH oxidasa, ORX y el aumento en la produccion de NO por parte de
la INOS en procesos inflamatorios (Soto, 2015), lo cual promueve la formacion de
ONOQO:-, la acumulacion de esta ERO aumenta el dafio oxidativo (Chirino, 2006).
Ademas, las altas concentraciones de ONOO- pueden favorecer la apoptosis en
células endoteliales y la activacion de metaloproteasas de la matriz (MMP) 1y 2 en
las células musculares lisas vasculares, esto promueve la degradacién de los
diversos componentes de la matriz extracelular tales como la colagena y la elastina
(Shen, 2015).

En cuanto a los resultados de los cortes histolégicos hechos en los segmentos
aorticos de pacientes con SLD estos mostraron necrosis quistica, con acumulacion
de material amorfo, esto sugiere el aumento de la concentracion de ERO que
participa en la fibrosis apoptética sub-endotelial (Circu, 2012). Ademas en 2009
Xiong determiné en un modelo murino la participacién de las ERO en la formacion
del aneurisma aortico abdominal, y la activacion de las MMP 2 y 9, las cuales
degradan la matriz extracelular y promueven la formacion del aneurisma. En la
tincion de Weigert, los resultados mostraron fragmentacion, engrosamiento y menor
numero de las fibras elasticas en el grupo SLD esto se podria relacionar con la
rigidez aortica. Se ha reportado que la fragmentacién de fibras elasticas de la aorta
es relacionada con la interaccién entre ERO, MMP vy la desregulacién del TGF-
(Wheleer, 2014). Ademas, se sabe que la sefalizacion de TGF-f contribuye a
procesos fisioldgicos y también como modulador de las proteinas que participan en

la estructura y composicién de la matriz extracelular, como la colagena. En nuestros
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resultados se logré observar en las fotomicrografias el aumento de colagena, esto
se describe en SM (Maleszewski, 2009). Sin embargo, es mas pronunciado en el
SLD, probablemente esto se debe a la desregulacién en la sefalizacion del TGF-$
que promueve mayor sintesis de colagena lo que conduce a la progresion rapida en

la formacioén del aneurisma.

CONCLUSIONES

Las actividades de las enzimas antioxidantes, incluidas las de las isoformas de
SOD, CAT, TrxR y GST disminuyen en los AAT de pacientes con SLD. Estas
disminuciones en las actividades enzimaticas favorecen la acumulacion de ERO
que contribuye a disminuir el GSH y favorece la LPO y la carbonilacién. La
disminucion de Se y Nrf2 también afecta la actividad y / o expresion de algunas de
estas enzimas antioxidantes. El aumento de GR no restablece completamente la
concentracion de GSH, que se refleja en la disminucién del TAC y en las enzimas
que lo utilizan como cofactor, lo que contribuye y favorece la produccién de ERO.
Esto conduce a un fondo oxidante de retroalimentacion positiva que contribuye a la

formacion de AAT.

Perspectivas

El objetivo del tratamiento médico en pacientes con SLD es retrasar la progresion
de la dilatacion adrtica y evitar complicaciones catastroficas. Este estudio propone
que el uso de antioxidantes junto con los tratamientos actuales podria ayudar a los
pacientes con SLD. El uso de bloqueadores [3, asi como el uso de antagonistas de
angiotensina-1, constituyen la terapia de primera linea hasta el dia de hoy. Se han
sugerido estos medicamentos para prevenir la dilatacién aértica en el SM (Habashi,
2006). Sin embargo, la evidencia cientifica que respalda estas terapias es limitada
ya que los estudios respecto a este han sido ensayos aleatorios simples con un
numero de muestra restringido (Shores, 1994). En 2007, un metaanalisis de 6
estudios que incluyé a 802 pacientes con SM, no se encontraron diferencias en los

resultados de la terapia con bloqueadores B en relacion con la mortalidad y la
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morbilidad (Gersony, 2007). Por otro lado, el dafio adrtico se caracteriza por una
deposicién excesiva de elementos de la matriz, como los proteoglicanos y el
colageno, que se organizan de manera aleatoria, y una deposicién excesiva de
MMP. Estas caracteristicas estan asociadas con la fragmentacion de las fibras
elasticas. Esta actividad excesiva de las MMP en la pared aortica es similar a la
observada en las placas ateromatosas. Se ha propuesto que las estatinas como la
pravastatina a una dosis de 40 mg / dia podrian ser utiles para reducir la inflamacion,
la actividad de MMP vy la presencia de infiltrados de macréfagos en las placas
carotidas humanas. Por lo tanto, estos medicamentos se han propuesto como una
opcion légica para una terapia potencial para el SM. Las estatinas son inhibidores
de la HMG-CoA reductasa y se usan como agentes reductores de CT con eficacia
comprobada para reducir la morbilidad. En este sentido, un estudio concluyé que
las estatinas podrian tener un efecto similar al de losartan en su capacidad para
atenuar la dilatacion de la raiz adrtica en un modelo de raton con SM. Estos
medicamentos parecian reducir la produccion excesiva de proteinas por las células
del musculo liso vascular (McLoughlin, 2011). Sin embargo, la inhibicion de las MMP
por estos medicamentos puede alterar la fibrilina-1, que es el componente de las
micro fibrilinas que proporciona una conexion entre las fibras de elastina y las
células vasculares del musculo liso para promover la homeostasis dentro de la
pared adrtica (Ramirez, 2007). La homologia estructural entre las fibrilinas y las
proteinas de unién latentes a TGF- sugiere un papel adicional para que FBN-1
dirija el TGF-B a la matriz extracelular y lo mantenga en un estado inactivo. Por lo
tanto, una deficiencia de FBN-1 conduciria a una sefalizacion excesiva de TGF-§3
(Ramirez, 2007) que no seria beneficiosa para los pacientes. Se ha observado que
la desregulacion de la senalizacion de TGF-3 contribuye a la patologia de la valvula
aortica y mitral en modelos de ratén con SM (Neptune, 2003). Esto también esta
respaldado por la observacion de un fenotipo de Marfan en humanos con
mutaciones en el receptor de TGF- (Neptune, 2003). La deficiencia de fibrilinas-1
que conduce a la desregulacion de la senalizacion de TGF-B hace que las células

del musculo liso vascular intenten remodelar la matriz extracelular a través de la via
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SMAD (Neptune, 2003). Sin embargo, de acuerdo con nuestros hallazgos, podemos
confirmar que la participacion genética no solo conduce a la expansién de AAT en
SLD, sino que también participan otros mecanismos como el estado redox. Por lo

tanto, se debe evaluar la terapéutica a este respecto.

Es muy importante tener en cuenta que durante la evolucion y progresion de los
aneurismas, los pacientes suelen ser asintomaticos. No es hasta que ocurre la
diseccién adrtica, que genera dolor intenso, que el médico sospecha el diagndstico.
En esa etapa de la enfermedad, es demasiado tarde para muchas intervenciones
terapéuticas y puede ocurrir la muerte subita en hasta el 50% de los pacientes. Esta
claro que el EOx desempefa un papel importante en el desarrollo de aneurismas
en los tejidos adrticos de pacientes con SLD. Por lo tanto, el EOx debe ser
monitoreado en la practica clinica y objetivo durante tratamiento. En la realizacion
de ensayos clinicos aleatorios también debe ser abordada. Finalmente, es posible
que el uso de una combinacion de antioxidantes, o antioxidantes junto con
inhibidores de AT-1 y estatinas, pueda tener un impacto en el control de la dilatacién
aortica. Su efecto benéfico podria ser monitoreado por varios estudios de imagenes
de vanguardia. En este modo, el tratamiento con un suplemento antioxidante como
la N-acetilcisteina, un donante de GSH, vitaminas C y E o la combinacion de estos
u otros antioxidantes podria contribuir a desacelerar en parte el desarrollo agresivo

y letal del AAT y aumentar la calidad de vida y supervivencia en pacientes con SLD.

LIMITACIONES

La principal limitacion de este estudio fue la obtencion de fragmentos de AAT de
pacientes con SLD. Como se describié anteriormente; Esta enfermedad es una
variante del SM con incidencia desconocida que puede ser de alrededor de 1/10000.
Solo se pudieron obtener 10 muestras de pacientes en un periodo de
aproximadamente 9 afos. Ofra limitacion fue la improbabilidad de haber
emparejado a sujetos controles por género y edad. Aunque puede haber una
correlacién de capacidad antiocidante total con la edad (Maciejczyk, 2019), no es
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posible obtener tejido adértico de sujetos sanos a edades especificas. La unica forma
de obtener la muestra es de sujetos que tienen una indicacion quirurgica, donde
existe la posibilidad de extraer éticamente una muestra pequefa. Esto depende del
tratamiento aplicado o la técnica quirurgica empleada en los controles y el
consentimiento informado de los pacientes con SLD y controles. Sin embargo,
incluso si hay diferencias de edad en los controles y en los pacientes con SLD,
existe la certeza de que no hubo comorbilidades ni dafios adrticos, como se muestra

en las microfotografias de los controles.
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Tabla 1. Caracteristicas demograficas de los pacientes.

Sex Edad Antecedente Caracteristicas clinicas del paciente Gen DAo z Tipo de cirugia Evolucion
o familiar mm score
H 15 Padre falleci6 26 Dolicocefalia, hipoplasia malar retrognatia, No se hizo 29 4.07 Procedimiento David V. Fallecié un afio después
afios mismo paladar ojival, Gvula ensanchada, prueba 06/09/2013 del postoperatorio
diagnostico hipertelorismo implantacion baja de pabellén | gendmica cardiovascular, por una
auricular, Gvula ensanchada , milia en regién complicacién de
malar ,Relacién brazada talla >1.06. Estrias. colecistitis.
pectum carinatum, escoliosis, pie equino aguda
varo. Steinberg y Walker Murdock positivos
no ectopia lentis
M 22 El padre y una Hipertelorismo, paladar ojival sobre posicién FBN-1 48 5.2 Procedimiento de David V Evolucion satisfactoria
hermana dentaria, Uvula ensanchada, Millia. Pectum Exén 15y 02/07/2013 clase funcional 1 (NYHA)
fallecieron a los carinatum, Escoliosis, Steinberg Walker TGFBR2 acude a consulta hasta
27y 17 afios con Murdock, positivos pie plano y valgo. exon 6 2019
diagnostico Relacion brazadal/ talla 1.04Sin ectopia lentis
(Loez-Dietz)
H 13 Madre con | Dolicocefalia, hipertelorismo, paladar ojival, TGFBR2 24 2.98 Procedimiento de David Vy | EI 11/11/2013 fue evaluado
diagnéstico  de | uvula bifida. Micrognatia, implantacion baja exon 6y anulo plastia mitral por Neurologia por
LD, fallecié a los | de pabellon auricular, pectum carinatum de COL3A1 01/11/2013 sindrome disquinetico, y
22 por ruptura | hemitorax derecho (asimétrico) , estrias, balismo que mejoro con
aortica Una | Steinberg Walker Murdock, positivos, pie anticonvusivantes la TC no
hermana con LD | plano. Contracturas en ortejos. Escoliosis. demostré aneurismas,
ECO prolapso valvular mitral Hemodinamicamente
estable y el estado
neurolégico integro
Acude hasta 2019
M 18 No antecedents Dolicocefalia, hipertelorismo, micrognatia, Procedimento de David V. Acude a consulta hasta
de Marfan o paladar ojival y sobre posicién dentaria 46 9.5 04/10/2012 2019
Loeys Dietz uvula bifida, Relacién brazada ta..a >1.06 No se hizo Evolucion estable, Clase
hiperelasticidad. Pectum carinatum prueba funcional 1.
aracnodactilia contractural en pies y manos, gendmica Hemodinamicamente
pie plano y varo steinberg y Walker estable asintomaética
Murdock positivo escoliosis ectasia dural.
Tortuosidad arterial
H 38 Madre y un Talla 1.90 brazada 1.98, hipertelorismo FBN1 exén 48 NA Procedimiento de David V Acude a consulta hasta
hermano y 7 paladar ojival, sobre posicién dentaria, Gvula 60 + 20/01/2014 2019
primos con SM bifida, no pectum, escolioisis, estrias. Sin TGFBR2 Estable
1 primo ¢/LD luxacioén de cristalino exon 6 hemodinamicamente
asintomatico
Clase funcional 1
M 14 Padre con LD Talla 1.58 brazada, hipertelorismo Uvula En proceso 54 4.30 Bentall y Bono mas ECMO Sobrevive Ultima consulta
bifida, escoliosis pectum carinatum 17/12/2018 2019
M 21 Sin antecedente Talla 1.60 peso 45 TGFBR2 25 3.47 Procedimiento de David V Satisfactoria Gltima consulta
conocido Hipertelorismo, paladar ojival ivula ancha Exon 6 07/09/2015 2009, Se encuentra estable
pectum carinatum pie valgo, sin luxacion de
cristalino. Arterias tortuosas
H 46 Desconoce Talla 1-72 peso 78 Hipertelorismo Uvula No dio 63 NA Bentall y Bono Estable acudié a consulta
antecedentes bifida, escoliosis pie plano. muestra para 09/09/2015 hasta 2018
estudio
M 25 Padre Talla 1.70 peso 70 Hipertelorismo, millia FBN-1 46 NA Bentall y Bono Acude a consulta en 2019
diagnostico de pectum carinatum, Uvula normal pie plano Exén 42y 18/12/2015
Marfan fallecié cavo. Arterias tortuosas TGFBR2
por diseccién exon 6
aortica aguda a
los 24 afios
M 35 Desconoce Talla 1.59 peso 64 hipertelorismo pectum No dio 58 NA Bentall y Bono Acude a consulta hasta
antecedentes carinatum pie planto arterias tortuosas muestra para 06/04/2017 2019
estudio

H= hombre, M= mujer, PVA= plano valvular aértico, SV= Seno de Valsalva. INC Instituto Nacional de Cardiologia, MCD= miocardiopatia dilatada NYHA = New York Health Association, FINC =
(Fuera del Instituto Nacional de Cardiologia, otra Institucion y otra Ciudad. IM= Insuficiencia mitral. lo= Insuficiencia aortica, IT= Insuficiencia tricUspidea
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