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1.- INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares son un problema que ha ido creciendo a lo largo de
los afios afectando por igual a ambos sexos y produciéndose en su mayoria en paises
de ingresos bajos y medios. Datos de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
indicaron en 2004 que aproximadamente el 30% de las muertes en todo el mundo se
debe a éstas. En México, segun datos del Sistema Nacional de Informacién en Salud
(SINAIS) el Infarto Agudo al Miocardio (IAM) tiene un alto porcentaje de muertes y de
egresos hospitalarios por enfermedades del sistema circulatorio, principalmente en
personas mayores de 45 afios lo que trae como consecuencia una reduccion
significativa en los ingresos y ahorros de los pacientes y sus familias afectando también
el desarrollo econémico de las comunidades y el pais [OMS, 2004].

El IAM es la necrosis o muerte de una porcién del masculo cardiaco producida por la
obstruccion del flujo sanguineo en una de las arterias coronarias. Aproximadamente el
95% de IAM se deben a la formacidon de una placa de ateroma (acumulacion de grasa)
en la pared interior de una arteria coronaria. Por diferentes factores esta placa se
rompe, por lo que se genera un trombo en la herid a que tapona la arteria e impide la
llegada de sangre al musculo cardiaco. El IAM es diagnosticado mediante el examen
fisico, la anamnesis, el electrocardiograma, la determinacion de enzimas y por la
cuantificacion sérica de biomarcadores de inflamacién como la proteina C reactiva
(PCR). Esta proteina de fase aguda ha demostrado ser util en la prevencion y
prondstico de episodios cardiovasculares asi como en el seguimiento y respuesta al
tratamiento [Garcia, 2006; Lopez, 2009]

Debido a la importancia de la PCR en el IAM en el presente trabajo se cuantificaron los
niveles plasmaticos de ésta mediante la técnica de ELISA™ en ratas Wistar para
determinar los valores basales, con infarto miocérdico e infarto miocardico con
tratamiento de Captopril, un inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina o
Losartan, un antagonista de los receptores de Angiotensina Il o con el compuesto [4-
tert-butil-2,6-bis(tiomorfolin-4-ilmetil) fenol] (LQM319) y de esta manera observar el
efecto de los farmacos sobre los niveles de PCR.

Con los resultados obtenidos y realizando un analisis estadistico con ayuda del
software Graph Pad Prism 6.0 se observé que hay un aumento no significativo en los

niveles de PCR en el lote infartado; con respecto al compuesto [4-tert-butil-2,6-

* UNAM ?
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bis(tiomorfolin-4-ilmetil) fenol] (LQM319) no hay diferencia significativa con el grupo
infartado o el control; el tratamiento con Losartan tiende a disminuir la concentracion de
PCR y el Captopril aumento significativamente la concentracion de la proteina. A pesar
de que hay datos que muestran que tanto el Captopril como el Losartan disminuyen los
niveles plasmaticos de PCR otros estudios no muestran dicha disminucién dejando aun

en controversia el efecto predictivo de la PCR en enfermedades cardiovasculares.

]
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2.- OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

v' Cuantificar los niveles plasmaticos de PCR mediante la técnica de ELISA en
ratas Wistar con infarto miocardico tratadas con el compuesto [4-tert-butil-2,6-
bis(tiomorfolin-4-iimetil) fenol] (LQM319) o Losartan o Captopril para observar si

éstos ejercen algun efecto sobre los niveles de la proteina.

2.2 Objetivos particulares

v' Determinar las concentraciones plasmaticas de PCR en ratas Wistar macho
control, con infarto miocardico y con tratamiento de LQM319 o Captopril o
Losartan utilizando la técnica de ELISA para establecer los valores en estado

basal, post-infarto miocérdico asi como con tratamiento farmacolégico.

v' Comparar el efecto farmacolégico del compuesto [4-tert-butil-2,6-bis(tiomorfolin-
4-ilmetil) fenol] (LQM319) de Captopril y de Losartdn mediante la cuantificacion
de los niveles plasmaticos de la PCR como biomarcador del proceso inflamatorio

en el infarto miocardico.

-
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3.- HIPOTESIS

Debido a que el compuesto [4-tert-butil-2,6-bis(tiomorfolin-4-iimetil) fenol] (LQM319) ha
demostrado tener efectos antihipertensivos, vasodilatadores y antiarritmicos post-infarto
miocéardico se propone medir los niveles plasmaticos de la PCR una proteina usada
como biomarcador util para determinar la actividad y respuesta al tratamiento en
enfermedades con componente inmunologico y no inmunolégico como el IAM.
Entonces si se administra el compuesto [4-tert-butil-2,6-bis(tiomorfolin-4-ilmetil) fenol]
(LQM319) se espera que los niveles de PCR se vean disminuidos por su efecto

cardioprotector asi como por los efectos del Captopril o el Losartan.

g
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4.- ANTECEDENTES

4.1 Infarto agudo al miocardio (IAM)

El IAM también conocido como ataque al corazon, es la necrosis 0 muerte de una
porcion del musculo cardiaco que se produce cuando se obstruye completamente el
flujo sanguineo en una de las arterias coronarias. Infarto significa “necrosis por falta de
riego sanguineo”, agudo se refiere a “subito”, mio a “muasculo” y cardio a “corazén”

(Figura 1) [Loépez, 2009].

Trombosis
coronaria

l

,“ &/ | Infarto agudo
{ | de miocardio

| \ AR

Figura 1. Infarto agudo al miocardio. Cuando se erosiona 0 se rompe
una placa de ateroma en la pared de una arteria coronaria, rapidamente se
forma sobre ella un trombo o coagulo que puede llegar a obstruir de forma
completa y brusca la luz de la arteria, interrumpiendo el flujo sanguineo y
dejando una parte del musculo cardiaco sin irrigacion [Lépez, 2009].

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) definié al IAM mediante la presencia de por
lo menos dos de los siguientes criterios: 1) dolor toracico sugestivo de isquemia tipico o
atipico, 2) elevacion de marcadores de macronecrosis, 3) cambios en el
electrocardiograma (ECG) caracteristicos con presencia de ondas Q patoldgicas [Garcia,
2006].

El IAM se encuentra incluido en el Sindrome Coronario Agudo (SCA), el cual cubre el
espectro clinico de la isquemia miocardica aguda y que ademas del 1AM incluye a la
angina inestable aguda [Garcia, 2010]. Investigaciones epidemiolégicas han identificado
siete causas principales o factores de riesgo relacionados con el desarrollo de la
cardiopatia isquemia (Cl): edad, a partir de los 35 afios en el sexo masculino y de los 45

afios en las mujeres; sexo, afectando en relaciébn 3:1 hombre-mujer en edad
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reproductiva; antecedentes familiares, tabaquismo, hipertension, hipercolesterolemia y

Diabetes Mellitus [SSA, 2003; Vallejo, 2001].

4.1.1 Tipos de infarto miocardico

No todos los infartos agudos al miocardio son iguales, dependen de la localizaciéon y el
tamafo, caracteristicas importantes que determinan el pronéstico del paciente. La
localizacion exacta y el tamafio del infarto dependen del lugar y tamafio del lecho
vascular perfundido por el vaso obstruido. Ademas de tener en cuenta la duracion de la
oclusion y la existencia previa de vasos colaterales. Estos nuevos vasos pueden
haberse formado mucho tiempo atras y haber estado nutriendo, mejor o peor, la parte
de miocardio o musculo cardiaco que no es irrigada por la arteria coronaria obstruida.
De manera general, cuando se obstruye la arteria descendente anterior, apareceran
infartos anteriores o anterolaterales; si se obstruye la arteria circunfleja, se produciran
infartos posteriores o posterolaterales; y cuando la afectada es la coronaria derecha, se
desarrollaran infartos inferiores o inferolaterales (Figura 2) [Lopez, 2009].

Infarto anterior

Infarto
posterior

Infarto inferior

Figura 2. Tipos de infarto al miocardio por localizacion. VD: ventriculo
derecho; VI: ventriculo izquierdo; DA: arteria coronaria descendente
anterior; CX: arteria coronaria circunfleja; CD: arteria coronaria derecha
[Lépez, 2009].

Aunqgue los infartos afectan principalmente al ventriculo izquierdo por ser el de mayor
masa muscular y mayor irrigacion coronaria, en hasta un 40% de los infartos que
afectan a la cara inferior del ventriculo izquierdo puede afectarse el ventriculo derecho

haciendo mas negativo el prondstico del infarto inferior [Lépez, 2009].
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Los tipos de IAM ademas de clasificarse por localizacion, pueden ser por tamafio,
teniendo dos principales tipos: el infarto al miocardio con onda Q o transmural,
presentado en cerca del 80% de los casos de IAM y el infarto sin onda Q o0 no

transmural que afecta a alrededor del 20% de los pacientes (Figura 3) [Barrero, 2007].

Infarto sub-
endocardico

Infarto
transmural

Figura 3. Tipos de infarto al miocardio por tamafio. VD: ventriculo
derecho; VI: ventriculo izquierdo [Lépez, 2009].

El infarto al miocardio transmural casi siempre cursa con la aparicién de ondas Q en el
ECG y se genera como consecuencia de una oclusién coronaria prolongada que llega a
necrosar el grosor completo de la pared del corazon. Este tipo de infarto es extenso y
afecta la contractiidad de una parte del corazén, con un mayor riesgo de
complicaciones a corto y largo plazo [Lépez, 2009].

En el infarto subendocardico se afectan las capas mas internas de la pared del corazon,
el endocardio, preservandose la viabilidad y la funcionalidad de las capas mas externas.
Este tipo de infarto es pequefio y se produce cuando el tiempo de oclusién es corto
[Lopez, 2009]. En el ECG se observa un infradesnivel del segmento ST por lo que también

es conocido como infarto tipo ST [Barrero, 2007].

4.2 Diagnostico del IAM
El diagnostico de IAM se basa sobre todo en el cuadro clinico, las alteraciones del

electrocardiograma (ECG) y los biomarcadores [Barrero, 2007; Garcia, 2006].
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4.2.1 Cuadro clinico

El dolor es el sintoma més comun y se caracteriza por ser profundo, visceral y no ceder
con reposo o vasodilatadores; habitualmente se describe como de compresion y de
aplastamiento con duracion de 15-30 min. Tipicamente, el dolor se localiza en la
porcion central del térax, el epigastrio o ambos y a veces se irradia a los brazos. A
menudo se acompafia de debilidad, sudoracion, nauseas, voOmitos, ansiedad y
sensacién de muerte inminente [SSA, 2003].

El reconocimiento del dolor es importante no solo para el diagnostico, sino para
determinar su comienzo, lo que influirh en el tratamiento futuro [Barrero, 2007]. Sin
embargo, existe un porcentaje de pacientes con infartos indoloros cuya incidencia es
mayor entre los enfermos con Diabetes Mellitus y que se eleva con la edad [SSA, 2003].
Una cuarta parte de los pacientes con infarto de la pared anterior sufren
manifestaciones de hiperactividad simpatica (taquicardia y/o hipertensién) y hasta la
mitad de los que padecen un infarto de la pared inferior tienen hiperactividad
parasimpatica (bradicardia y/o hipotension) en la primera hora del episodio [SSA, 2003].

4.2.2 Electrocardiograma (ECG)

Con el ECG es posible establecer un diagnostico y elegir un tratamiento de reperfusion
0 sOlo tratamiento estandar antitrombotico a través del andlisis del segmento ST y la
onda T. En el infarto transmural el ECG revela ondas Q (infarto con onda Q) o la
desaparicion de las ondas R; puede existir un infarto no transmural si el ECG tan sélo
muestra cambios transitorios del segmento ST o de la onda T (infarto sin onda Q)
(Figura 4) [Barrero, 2007].

En el infarto transmural al interrumpirse bruscamente el riego sanguineo en una parte
del corazon, aparece una alteracion caracteristica y facilmente reconocible en el ECG:
la elevacion del segmento ST. Tras esta elevacion, aparecen en el ECG las llamadas
ondas Q, que representan la parte necrosada o muerta del musculo cardiaco [Lopez,
2009].

Ademas de ayudar en el diagndstico del IAM, el ECG permite la identificacion del tipo y
la localizacion del IAM, asi como la extensién del miocardio amenazado y su viabilidad

0 su evolucién hacia la necrosis irreversible [Barrero, 2007].
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Figura 4. Electrocardiogramas de los diferentes tipos de IAM. |IAM
transmural: se evidencia el tipico supradesnivel del segmento ST y la onda
Q patolégica diagnéstica. IAM subendocardico: se comprueba el
infradesnivel del segmento ST con onda T positiva (lesiébn e isquemia
subendocardicas). 1AM tipo T: se ve la inversion isquémica de la onda T
caracteristica de este cuadro [Modificado de Barrero, 2007].

4.2 .3 Biomarcadores
Los biomarcadores son muy importantes en el diagndstico pero su aplicacién es
limitada. No obstante, se cuenta con marcadores de necrosis, disfunciéon ventricular e

inflamacioén [Garcia, 20086].

4.2.3.1 Marcadores de necrosis

Troponinas. Marcadores como las troponinas son utilizados por la alta sensibilidad para
identificar infartos pequefios, se eleva entre 4 a 10 horas después del inicio de los
sintomas, con elevacion maxima a las 12 6 48 h y puede persistir hasta por 21 dias. Se
recomiendan tres determinaciones, una basal en urgencias, a las 6 y 12 h. Cualquier
valor elevado de troponina se relaciona con mayor riesgo para eventos adversos
cardiovasculares.

Mioglobina. Es el biomarcador mas rapido (1 a 2 h) para demostrar lesién celular aguda,
su elevacion maxima se observa entre las 6 y 12 h después del inicio de los sintomas y
regresa a la normalidad en las siguientes 24 h. Por su baja especificidad se requieren
determinaciones de troponina simultaneas para confirmar dafio miocardico. Se

recomienda una determinacion basal en urgencias y a las 4, 8 y 12 h [Garcia, 2006].




Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan

4.2.3.2 Marcadores de disfuncion ventricular

Incluyen péptido natriurético auricular (PNA) y el natriurético tipo-B (PNB) ambos dentro
de un contexto clinico pueden evaluar la funcion cardiaca. El primero es secretado por
los cardiomiocitos auriculares y el segundo por ambos ventriculos. Los mecanismos
exactos a través de los cuales se regula su produccion y secrecion son desconocidos,
aunque el estiramiento e incremento en la tension de la pared podrian tener una
participacion importante. Su principal indicacion es demostrar la presencia de disfuncion
sistélica o diastolica del ventriculo izquierdo y ha demostrado ser un importante
marcador de riesgo en tromboembolia pulmonar, evidencias recientes sugieren que

podria tener utilidad en la estratificacion de SCA [Garcia, 2006].

4.2.3.3 Marcadores de inflamacion

En la fisiopatogenia de los SCA existe evidencia que apoya la participacion de la
inflamacion local y sistémica. La mas estudiada ha sido la proteina C reactiva (PCR)
por su relacion con inflamacion, enfermedad coronaria y evolucion. Ademas de ella, los
leucocitos parecen ser otro marcador que refleja inflamacién. Una cuenta leucocitaria >
10,000 se ha asociado con mayor incidencia de eventos cardiovasculares adversos y
mortalidad [Garcia, 2006].

Los marcadores de inflamacion se producen en el higado como respuesta a las
citocinas, especificamente TNF-a e IL-1B y por ello son una respuesta inespecifica ya

que cualquier proceso inflamatorio eleva estos marcadores [Garcia, 2006].

4.3 Causas del infarto agudo al miocardio

Mas del 80% de los IAM son consecuencia de la aterosclerosis coronaria con un trombo
luminal superpuesto que obstruye el flujo sanguineo y deja una parte del musculo
cardiaco sin irrigacion. Entre las causas infrecuentes del IAM se encuentran espasmo
coronario, embolia y trombosis coronaria en vasos normales no aterosclerdticos [Burke,
2007]. La disminucion abrupta del flujo coronario condicionara micro 0 macronecrosis si
no se activa la lisis enddgena o se establece un abordaje de reperfusion terapéutico

efectivo siendo esto un factor critico para definir prondstico, morbilidad y mortalidad
[Garcia, 2006].
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4.3.1 Aterosclerosis

La lesidbn subyacente en la enfermedad cardiovascular es la aterosclerosis o
ateromatosis. La arteriosclerosis es un término genérico para referirse a la esclerosis,
engrosamiento y endurecimiento de la pared arterial. La arteriosclerosis ateromatosa o
ateromatosis 0 aterosclerosis es un tipo de arteriosclerosis que afecta principalmente a
la intima de las grandes arterias y se caracteriza por tener un tipo de lesiones nodulares
denominadas “placas de ateroma” [Aranceta, 2007].

Actualmente se considera a la aterosclerosis como una enfermedad dinamica y
progresiva, resultado de la combinacion entre inflamacion y disfuncién endotelial,
factores importantes en las fases de la patogenia de una lesion aterosclerética: inicio,
maduracion y fisura desde el desarrollo de la infiltracion inicial lipidica hasta la rotura de
la placa y la trombosis aguda asociada a ella [Roman, 2012]. En ésta se ven implicadas
diferentes tipos de células (endoteliales, células de musculo liso vascular, macrofagos y

linfocitos) y numerosas familias de citocinas y factores de crecimiento [Garcia, 1999; Padro,
2005].

4.3.1.1 Inflamacion

La inflamacion es una respuesta del hospedero a una gran variedad de lesiones
tisulares, caracterizada por el movimiento de células y fluidos desde la sangre hacia los
tejidos extravasculares en el lugar en el que se ha iniciado el estimulo nocivo bajo la
influencia de factores quimiotacticos producidos localmente [Garcia, 1999].

La inflamacién aguda se caracteriza por la acumulacion de neutrdfilos. Si la respuesta
inflamatoria queda confinada localmente se produce una lesion menor pero si el
estimulo inflamatorio es importante se generara una reaccion sistémica generalizada
denominada “respuesta de fase aguda” que posteriormente disminuye y regresa a la
normalidad. Si el estimulo inflamatorio persiste o se repite continuamente se producira
una inflamacién crénica cuyo infiltrado de células inmunes se compone de macréfagos,

linfocitos y células plasmaticas [Garcia, 1999].

4.3.1.2 Inicio: formacion de lalesién y la placa
La presencia de factores de riesgo como hipercolesterolemia, el tabaco, la diabetes,
agentes infecciosos, entre otros, provoca una alteracion de la pared del vaso. Estos

mecanismos producen dafio endotelial y permitiran la entrada de lipoproteinas de baja
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densidad (LDL) hacia la pared del vaso. Las LDL oxidadas inducen la alteracion
endotelial que consiste principalmente en la interrupcion en el proceso de produccion de
oxido nitrico (NO) y en la muerte apoptética de células endoteliales. Al disminuir el NO
aumenta la adhesividad, la migracion celular a través del endotelio y se facilita la
aparicion de “huecos” en la superficie interna vascular a causa de la apoptosis de las
células endoteliales [Serrano, 2001].

Las células endoteliales activadas también pueden producir citocinas como las
interleucinas (IL), IL-1 o IL-6, y poderosos mediadores vasoactivos como el factor
activador plaquetario (PFA) que potencian las respuestas inmunitarias e inflamatorias
[Garcia, 1999]. El endotelio disfuncional induce la aparicion de moléculas de adhesion en
su superficie de tal manera que la aparicion de selectinas (E, P) favorece la adhesion
primera de los monocitos a su superficie y la presencia de inmunoglobulinas (molécula
de adhesion vascular-1 [VCAM-1], molécula de adhesion intercelular-1 [ICAM-1],
molécula de adhesion de plaquetas a células endoteliales-1 [PECAM-1]) media el
proceso de adhesion firme y el de la transmigracion de los monocitos Y linfocitos T a
través del endotelio (Figura 5) [Padré, 2005; Serrano, 2001].
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Figura 5. Marcadores de inflamacion. Esquema de produccion de los
principales marcadores y moléculas involucradas en la fisiopatologia del
proceso inflamatorio vascular [Serrano, 2001].

El proceso de migracion se ve influido por moléculas reguladoras del crecimiento y

sustancias quimioatractivas liberadas tanto por las células endoteliales como por los
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leucocitos adheridos (IL-8, leucotrienos, factor del crecimiento derivado de las plaquetas
[PDGF], proteina quimiotactica de monocitos-1 [MCP-1] o PECAM-1) [Garcia, 1999].
Ademas el endotelio produce varias moléculas cruciales para los fendmenos que
ocurriran posteriormente como el factor estimulante de colonias de monocitos (M-CSF)
que los dota funcionalmente y factor nuclear kappa B (NF-«B) implicado en la
transcripcion de un importante niamero de genes funcionales en el proceso inflamatorio

(Figura 6) [Padro, 2005; Serrano, 2001].

Rodamiento Activacién y Transmigracion
adhesion firme

Leucocitos de laluz vascular
Selectina L PECAM-1

: Integrinas
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Endotelio g ' ( ‘ / ‘ {

Selectinas Selectina PECAM-1
E, ICAM,
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Interior de la pared arterial

Figura 6. Fase inicial del proceso ateroscler6tico. Adhesion vy
transmigracion de monocitos hacia el interior de la pared arterial [Modificado
de Garcia, 1999].

Dentro de la intima arterial, los monocitos se diferencian en macréfagos y expresan
receptores que internalizan una elevada cantidad de moléculas de colesterol y ésteres
de colesterol provenientes de LDL oxidadas lo que da lugar a las células espumosas
que son uno de los constituyentes celulares caracteristicos en las lesiones
aterosclerdticas iniciales (estrias grasas). Estas células secretan citocinas
proinflamatorias que mantienen un estimulo quimiotactico para leucocitos adheridos al
endotelio vascular y promueven la replicacion de macrofagos [Padrd, 2005].

Por su parte, los linfocitos T predominantes en las lesiones aterosclerdticas secretan
citocinas proinflamatorias (IL-1, factor de necrosis tumoral [TNF], interferon gamma
[[FN-y]) que facilitan la propagacion de la respuesta inmunitaria atrayendo mas

leucocitos hacia la lesion. Ademas sintetizan IL-10 para limitar los procesos
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proinflamatorios por lo que el resultado final dependera del balance de estas influencias

contrapuestas [Garcia, 1999; Padré, 2005].

4.3.1.3 Placa vulnerable

La sociedad americana del corazén la define como lesiones en fase 2, tipo Va de
contenido rico en lipidos y cubierta fibroendotelial delgada. Este tipo generalmente no
es obstructiva y tiene nucleo lipidico blanco en forma semilunar con abundantes células
espumosas, macréfagos y linfocitos T activados. Cuando se rompe y se observa
agregacion plaquetaria y trombosis se convierte en fase 3, tipo VI que constituye la
“placa inestable” cuya composicién se basa en un nucleo lipidico, rico en ésteres de
colesterol y pobre en colageno [Garcia, 2006].

Diferentes estudios han revelado que el riesgo de rotura de la placa aterosclerética
depende mas de su composicion y vulnerabilidad (tipo de placa) que del grado de
estenosis (<50%). Asimismo, se ha encontrado que los macréfagos son capaces de
degradar la matriz extracelular por fagocitosis directa o a través de procesos
proteoliticos regulados por la expresion y secrecion de enzimas como el activador de
plasminégeno tipo urocinasa (u-PA) y metaloproteinasas (colagenasas, gelatinasas y
estromelisinas) las cuales intervienen en el equilibrio entre la producciéon de tejido

conectivo y su degradacion [Kaski, 2000; Padré, 2005].

4.3.1.4 Fisura de la placa aterosclerética

La ruptura ocurre con mayor frecuencia en la porcion delgada denominada “hombros” o
“cuernos” en donde el colageno esta disminuido y la inflamacién tiene importante accién
a través de enzimas proteoliticas que disuelven la matriz [Garcia, 2006]. Algunas citocinas
y factores de crecimiento estan implicados en la sintesis de colageno en el casquete
fibroso de las placas (factor crecimiento transformante B [TGF-B] y el PDGF), mientras
gue otros como el IFN-y alteran la sintesis de colageno de las células musculares lisas
e inhiben su proliferacién. Por ello cuando los linfocitos T estan cronicamente activados,
la produccion de IFN-y altera el mantenimiento y reparacion de la matriz colagena.
Ademas las placas activas expresan metaloproteinasas que inducen la degradacion de
colageno y otros componentes de la matriz extracelular en las placas [Garcia, 2000].

Como resultado de lo anterior hay un desbalance entre sintesis y degradacion de los
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componentes de la matriz en las zonas con inflamacién activa que debilitan el casquete
fibroso, éste se fisura y rompe las placas desencadenando eventos trombéticos que
amplian la cascada inflamatoria en la placa [Garcia, 2000]. Ademas de la erosion
superficial y la fisura profunda, se han identificado otros mecanismos como hemorragia

intraplaca y erosion de un nédulo calcificado [Garcia, 2006].
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Figura 7. Ruptura y trombosis de la placa de ateroma inestable. Adhesion,
activacion y agregacion plaquetaria. Vasoespasmo. Activacion de la cascada de la
coagulacion. Formacion del trombo de fibrina. Activacién de la plasmina. Fibrindlisis
[Modificado de Garcia, 2006]

4.3.1.5 Trombosis

La trombosis se inicia con actividad plaquetaria seguida de formacién de fibrina y
termina con la activacion de la fibrindlisis endégena con fenémenos dinamicos de
retrombosis y lisis espontanea (Figura 7). La agregacion plaguetaria mediante el enlace
del fibrinbgeno con los receptores GPIIb/llla, determinan la activacion de la cascada de
la coagulacion con mayor generacion de trombina a través de la via intrinseca. La
trombina se adhiere a las plaquetas y actua sobre el fibrinbgeno del trombo plaquetario
(trombo blanco) formando una malla de fibrina que se enlaza al plasminogeno y
eritrocitos, formando un trombo rojo mural adherido a la pared del vaso. La
vasoconstriccion local mediada por tromboxano A, y endotelinas contribuye a disminuir

el lumen vascular y determina, conjuntamente con el trombo mural, la oclusién total o
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subtotal del vaso coronario [Garcia, 2006]. La fibrindlisis es activada por las cadenas de
fibrina-plasminégeno que liberan activadores tisulares como el activador tisular del
plasmindgeno (t-PA) y el u-PA que transforman el plasmindégeno unido a la fibrina en

plasmina, iniciando la degradacion de fibrina y lisis del coagulo [Garcia, 2006].

4.4 Respuesta de fase aguda: citocinas

Los fendbmenos de fase aguda comprenden cambios bioquimicos inespecificos en
respuesta a diversas formas de dafio tisular por infeccidn, inflamacién o neoplasia
[Amezcua, 2007]. La respuesta de fase aguda se ve estimulada por la liberacion de
citocinas entre las que destacan la IL-1, la IL-6 y el TNF-a (tabla 1) (Figura 8). Estas
citocinas son liberadas por monocitos y macréfagos en el lugar donde se sitta el foco
inflamatorio o infeccioso y debido a sus acciones paracrina, autocrina o endocrina este
aumento inicial va a provocar un aumento sistémico [Martinez, 2001]. Su principal funcién
es la coordinacion de la eliminacion de microorganismos invasores y la eliminacion de

tejidos lesionados [Garcia, 2006].
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Figura 8. Acciones inflamatorias locales ejercidas por IL-1, TNF-a e IL-6. Al
activarse, los macréfagos producen IL-1, TNF-a e IL-6, citocinas que inducen una
respuesta inflamatoria local, activando a los diferentes tipos celulares de su entorno
[Modificado de Geffner, 2008].
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TABLA 1. Células productoras y principales funciones biolégicas de las citocinas inflamatorias

Citocinas

IL-1

IL-4

IL-6

TNF-a

IFN-y

IL-10

Células productoras

Monocitos y macréfagos
Neutrdfilos

Linfocitos Ty B
Fibroblastos

Células musculares lisas
Células endoteliales

Linfocitos T (TH2)
Eosindfilos
Basdfilos

Monocitos
Neutrdfilos
Eosindfilos
Linfocitos Ty B
Fibroblastos
Hepatocitos

Células endoteliales

Macrofagos y monocitos
Linfocitos Ty B
Neutréfilos

Células endoteliales

Células T CD8"y CD4"
(subgrupos TH1 y THO)
Células NK

Macrofagos
Linfocitos Ty B

Principales funciones biologicas

Estimula la proliferacién de linfocitos Ty B
Aumenta la expresion del receptor I1L-2

Activa células NK
Activa células endoteliales

Induce respuesta de fase aguda

Actdia como pirégeno endégeno

Tiene una gran variedad de efectos sobre el sistema nervioso
central y el sistema endocrino

Modulacion de las funciones de los macréfagos
Diferenciacion de las células T

Induccion de la produccion de IgE

Regulacion de la adhesion endotelial

Inhibicién de la produccion de TNF-y, IL-1B, IL-6, ICAM-1y NO

Induce el ciclo de células progenitoras primitivas

hematopoyéticas

Estimula la maduracién de megacariocitos y la produccion de

plaquetas

Estimula el crecimiento y maduracién de linfocitos
Estimula la produccién hepética de proteinas de fase aguda
Actlia como pirégeno endogeno

Modula la expresion génica de varios factores de crecimiento,
citocinas, factores de transcripcion, receptores de superficie

celular

Modula las defensas del huésped
Modula el crecimiento tumoral
Estimula la produccién hepética de proteinas de fase aguda

Pir6geno endégeno

IFN-y, IFN-a, IFN-B, tiene propiedades antivirales

Tiene propiedades antiproliferativas en muchas lineas celulares

transformadas y neoplasias
Estimulador potente de las células TNK y citotdxicas

Activa y regula la actividad funcional de monocitos y macréfagos

Regulacion de la inmunidad humoral a través de las células

CDA4'T, influyendo en la produccién de inmunoglobulinas por las

células B

Regulacion de la sintesis y actividad de otras citocinas, sobre

todo IL-1, IL-2 y TNF

Permite que el endotelio pueda presentar antigenos

Suprime la actividad funcional de los macréfagos

Inhiben la produccién de citocinas proinflamatorias por parte de

monocitos y macrofagos

Aumenta la proliferacion de linfocitos B y la secrecion de

inmunoglobulinas

* UNAM




Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan i

El aumento de citocinas circulantes provoca la estimulacion de la respuesta de fase
aguda en el higado. En el mecanismo de estimulacion hepética para la produccion de
proteinas de fase aguda se pueden apreciar tres variantes fundamentales segun el tipo
de citocina implicada:
» La IL-6 se une a su receptor especifico provocando la fosforilacion del factor de
transcripcion que se trasloca hacia el nucleo donde media para que se

transcriban los genes que codifican la produccién de proteinas de fase aguda
[Martinez, 2001].

» LalL-1y el TNF-a se unen a sus respectivos receptores y causan la degradacion
del inhibidor del factor de transcripcion permitiendo asi la produccion de este
factor y la activacion subsecuente de los genes de fase aguda en el nucleo de la
célula [Martinez, 2001].

» A suvezlalIL-6 y TNF-a estimulan la liberacion de glucocorticoides por parte de
las glandulas adrenales. Los glucocorticoides aumentan el efecto estimulante de
las citocinas sobre el higado pero a su vez estabilizan a los monocitos inhibiendo

asi la liberacién de citocinas proinflamatorias [Martinez, 2001].

4.4.1 Proteinas de fase aguda

Los reactantes de fase aguda son marcadores de inflamacion activa sensibles pero muy
inespecificos. Son proteinas que se sintetizan en hepatocitos estimulados por citocinas
(Figura 9). EIl primer reactante de fase aguda que se valoré fue el fibrinbgeno del cual
se tiene bastante informacion. También de proteinas como ceruloplasmina,
antiproteasas, amiloide A sérico, haptoglobina y una que Gltimamente ha sido de mucho
interés para los investigadores, la proteina C reactiva (PCR) cuyas concentraciones
séricas se usan como biomarcador util para determinar la actividad de la enfermedad y
respuesta al tratamiento en enfermedades con componente inmunolégico (lupus
eritematoso sistémico, artritis reumatoide, esclerosis muiltiple) y no inmunoldgico

(cardiopatia isquémica, sindrome metabdlico, IAM) [Garcia, 1999; Ramirez, 2007].

4.5 Proteina C Reactiva (PCR)
La PCR fue descubierta en el laboratorio de Oswald Avery durante el curso de los

estudios de pacientes con infeccién por Streptococcus pneumoniae. Se observo que el
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suero de estos pacientes tenia la capacidad de precipitar al polisacarido soméatico C del

Streptococcus pneumoniae [Amezcua, 2007; Black, 2004].
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Figura 9. Desarrollo de la respuesta de fase aguda [Modificado de Martinez,
2001].

La PCR forma parte de la inmunidad innata y su sintesis es inducida como respuesta al
dafio tisular por infecciones, inflamacion o neoplasias [Amezcua, 2007]. ES una proteina de
fase aguda producida por el higado en respuesta a varias citocinas inflamatorias.
También se observl que estas citocinas ademas de producirse en los sitios clasicos
como las células del sistema inmunologico pueden hacerlo en 6rganos como el

corazén, la pared vascular y el tejido adiposo [Ramirez, 2007]. Los valores de la PCR




pueden aumentar hasta 10, 000 veces en respuesta a las infecciones o como

consecuencia de otros problemas médicos significativos [Roman, 2012].

4.5.1 Regulacion de la expresiéon de la PCR

El gen de la PCR se encuentra en el brazo corto del cromosoma 1, contiene so6lo un
intrébn que separa la region que codifica el péptido sefial de la que codifica la proteina
madura. La induccion de la PCR en los hepatocitos esté regulada principalmente por la
IL-6 y en menor grado por la IL-13. Ambas controlan la expresién de muchos genes de
proteinas de fase aguda a través de la activacion de los factores de transcripcion
STAT3, miembros de la familia C/EBP y proteinas Rel (NF-kB). Siendo criticos para la
induccion de la PCR los miembros de la familia C/EBP (C/EBPB y C/EBPS), seguidos de
STAT3 y proteinas Rel. Ademas de la IL-6 e IL-1p participa una tercera citocina, el

TNF-o [Amezcua, 2007; Black, 2004].

4.5.2 Estructura de la proteina

La PCR pertenece a una familia de proteinas pentaméricas dependientes de calcio
llamadas pentraxinas. Aunque se produce como mondmero, la molécula funcional esta
compuesta por cinco subunidades polipeptidicas de 23 kDa idénticas asociadas de
manera no covalente en una configuracién anular con simetria ciclica (Figura 10). Sin
embargo hay variaciones en la organizacion de las subunidades en el ensamblaje
proteinico y en la cinética de la PCR entre especies [Amezcua, 2007]. El término
“pentraxinas” se ha usado para describir la familia de proteinas relacionadas con esta

estructura [Black, 2004].

4.5.3 Mecanismos de accion propuestos de la PCR

La PCR es una molécula de reconocimiento de patrones que se une con gran afinidad a
ligandos autdlogos (lipoproteinas plasmaticas nativas y modificadas, membranas
celulares dafiadas, residuos de fosfatidilcolina, histonas, cromatina, ribonucleoproteinas
pequefias y células apoptoticas) y a extrinsecos (glucanos, fosfolipidos y otros
componentes somaticos y capsulares de bacterias, hongos y parasitos). Cuando la
PCR se liga a estas moléculas forma complejos reconocidos por el C1q y activa la via
clasica del complemento. Ademas provee sitios de union para el factor H regulando la
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amplificacion de la via alterna y a las convertasas de C5. Por otro lado inhibe el
ensamblaje de los componentes terminales del complemento (C5-C9), atenuando la
formacion del complejo de ataque a la membrana y limitando la lisis celular por esta via.
Otros efectos de la PCR semejan algunas propiedades de la fraccion cristalizable (Fc)
de las inmunoglobulinas. Esta proteina es capaz de unir complejos inmunitarios y
facilitar la depuracion de detritus solubles y particulas apoptéticas, al ser reconocida por
los receptores para la Fc de la 1IgG (FcyR) sobre los macrofagos activados [Amezcua,
2007; Ramirez, 2007]. Por lo tanto, la PCR tiene la capacidad de opsonizar células
apoptoticas y de desacoplar las proteinas del complejo de ataque a la membrana
jugando un papel preponderante en limitar la activacion de respuestas de inmunidad
adaptativa [Amezcua, 2007; Black, 2004].

Sin embargo la PCR tiene efectos pleiotrépicos ya que ademas de actividades “pro-
inflamatorias” se han descrito actividades “antiinflamatorias”. Entre los efectos
antiinflamatorios se encuentran el aumento en la liberacion de IL-10 (citocina
antiinflamatoria) y la induccion de la expresion del antagonista del receptor de IL-1. En
cuanto a las actividades pro-inflamatorias, ademas de las mencionadas se encuentra la

estimulacién de la liberacién de IL-8, IL-1, IL-6, IL-18 y TNF-a [Black, 2004].

< A
‘ f#/" & !;:'\* RN
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Figura 10. PCR. Estructura cristalina de la proteina C reactiva acomplejada
con fosfocolina de Thompson et al. (9). Software ViewerPro 4.2 (Accelrys,
San Diego, CA.) se utilizo para generar el diagrama de cintas de la estructura
cristalina de rayos X del complejo de PCR-fosfocolina obtenido de
Brookhaven Protein Data Bank (PDB entrada 1B09). Los iones de calcio son
de color amarillo y la fosfocolina es verde [Modificado de Black, 2004]
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4.5.4 Cinética de la PCR

La sintesis de novo de la PCR comienza a las 6 h después de iniciado el estimulo
inflamatorio y alcanza su pico méximo a las 24-72 h. Su vida media es de 19 h pero su
concentracion plasmatica es constante bajo cualquier condicion y no se modifica con la
ingestion de alimentos ni presenta variacion circadiana. Una vez finalizado el estimulo
de IL-6, la PCR regresa a valores normales al cabo de 7 dias. Los niveles séricos de la
PCR tienden a aumentar con la edad y se han detectado niveles discretamente mas

elevados en mujeres que en varones [Amezcua, 2007].

4.6 Asociacion entre enfermedad cardiovascular y PCR

Después de un IAM los niveles séricos de la PCR se elevan rapidamente reflejando la
extension de la necrosis. Los niveles maximos alcanzados a las 48 h del evento agudo
son Utiles como factor prondstico de la evolucién de estos pacientes [Amezcua, 2007].
Diversos estudios epidemiolégicos han mostrado que los niveles séricos de PCR tienen
valor predictivo para el desarrollo de sindromes coronarios agudos, eventos vasculares
cerebrales, enfermedad arterial periférica y muerte subita cardiaca. Sin embargo debe
ser considerada como una prueba adjunta en el perfil de lipidos (colesterol total,

lipoproteinas de alta densidad (HDL) o LDL) [Amezcua, 2007].

4.6.1 Ateroesclerosis y PCR

Hay estudios recientes que sugieren que la PCR, ademas de reflejar la extension del
dafio tisular post-infarto y servir como un marcador serolégico para la prediccion de
eventos coronarios agudos, contribuye directamente en la patogénesis, progresion y
complicacion de la enfermedad ateroesclerética de manera directa. Por su capacidad
de depositarse en la intima de las arterias, la PCR provoca disfuncién del endotelio, lo
que facilita la activacion, migracién y alojamiento de los leucocitos en el interior de la
intima arterial. Esto contribuye a la formacion de las lesiones vasculares que son la
base del desarrollo de la aterosclerosis [Amezcua, 2007; Ramirez, 2007].

Los efectos pro-inflamatorios y pro-aterogénicos de la PCR sobre las células
endoteliales disminuyen la produccion de oxido nitrico y prostaglandina I, (previamente
denominada prostaciclina), aumentan la secrecion de IL-6, aumentan la expresion de

moléculas de adhesion en la superficie endotelial y aumentan la secrecion de
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qguimiocinas. Todos estos son factores fundamentales en la migracién de los leucocitos
hacia la intima de las arterias [Amezcua, 2007].

Cuando las LDL alcanzan cierto umbral de concentracion en la sangre, penetran al
interior de la pared arterial donde son modificadas por procesos de oxidacion. La PCR
se une a la fosfocolina de estas lipoproteinas (nativas y oxidadas) y facilita su
fagocitosis e internalizacion por los macréfagos de la intima arterial promoviendo la
formacién de células espumosas. La acumulacién de células espumosas es
determinante para la evolucion patogénica de una placa arterial, haciéndola mas
propensa a erosionarse o romperse Yy liberando su contenido trombogénico. Esta
propiedad trombogénica también se suma a la capacidad de la PCR para inducir la
produccién de factor tisular (iniciador de la cascada de la coagulacion) por los
macrofagos activados [Amezcua, 2007; Black, 2004].

Ante el estimulo de la PCR, estas células aumentan la produccion de especies
reactivas de oxigeno y la sintesis de IL-1B, IL-6 y TNF-a. La PCR también induce un
aumento de la sintesis de metaloproteinasas, enzimas criticas que aceleran la
degradacion de diversos componentes de la matriz extracelular causando debilitamiento
de la capa fibrosa de las placas [Amezcua, 2007].

Todos estos factores desestabilizan la placa de ateroma, haciéndola mas vulnerable a
la ruptura. Ademas hay evidencia que sugiere accion directa de la PCR en la induccién
de apoptosis en las células de musculo liso de las arterias coronarias humanas
(responsables de la sintesis de los componentes de la matriz extracelular), lo que

favorece la vulnerabilidad [Amezcua, 2007].

4.7 Sistema Renina-Angiotensina (SRA) en la enfermedad cardiovascular
La funcién del SRA en la fisiopatologia de la enfermedad cardiovascular est4 bien
establecida, en la que los mediadores clave son la enzima convertidora de angiotensina

(ECA) y la angiotensina Il (Ang-I1l) [Lopez, 2010; Krégh, 2009].

4.7.1 Sistema Renina-Angiotensina (SRA)

El SRA es una cascada proteolitica conectada a un sistema de transduccion de
sefiales, es considerado un sistema endocrino cuyos metabolitos activos tienen una
variedad de funciones en diferentes organos y tejidos. En la circulacion, una proteasa

altamente especifica denominada renina es capaz de convertir el angiotensindgeno de
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origen hepatico en un decapéptido, la Angiotensina | (Ang-l), la cual a su vez es
convertida a Ang-ll por accién de la ECA (Figura 11). Esta enzima se encuentra
expresada en las membranas de las células endoteliales de la circulacién pulmonar y
tiene la capacidad de inactivar también al sistema de las bradicininas (Lima 2010).
Ademas de la via clasica, existe una via paralela que tiene como componente principal

la ECA homologa o ECA 2. Esta enzima metaboliza Ang-1 a Ang-(1-9) y Ang-ll a Ang-(1-

7) y no degrada bradicinina [Krogh, 2009].

Angiotensin6geno
: T-PA
Renina Catepsina
Tonina
Angiotensina | |
/ (1-10) Bradicininas |0 -
Angiotensina (1-9) Catepsina G
Cininas Tonina
inactivas CAGE
Angiotensina (1-7 - )
9 (-7 <}§ Angiotensina Il | < l
/ (1_8) -
Receptor AT-1 Aminopeptidasa ﬁ
eVasoconstriccion Angiotensina Il (2-8)
eAumenta
contractilidad
cardia_ca_ Liberacién de Aminopeptidasa
eCrecimiento aldosterona Receptor AT-2
celular \
Angiotensina IV (3-8)
eAngiogénesis
., eAumenta la produccion
EIevggon de_la < Retencién de Na* y agua de 6xido nitrico (NO)
presion arterial eRegula la apoptosis

Figura 11. Esquema general del Sistema Renina-Angiotensina (SRA) [Modificado
de Santeliz, 2008].

En afos recientes se ha descubierto el SRA tisular o local que se caracteriza por la
presencia de los componentes del SRA a nivel de los tejidos. Sus efectos pudieran
ocurrir en las células que producen los péptidos (efecto autocrino) en células vecinas
(efecto paracrino) o a través de la circulacién a érganos o tejidos especificos [Lima 2010].

Se sabe que tejidos como los vasos sanguineos, rifion, corazon y cerebro son capaces
de generar en forma local Ang-Il a través de vias no dependientes de la ECA (vias no-

ECA) como la via de la quimasa, carboxipeptidasa, catepsina G (teniendo como

s

* UNAM
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sustrato la Ang-1) y a través de la via de catepsina, tonina y activador del plasmindgeno

(teniendo como sustrato el angiotensinégeno) [Santeliz, 2008].

4.7.2 Principales componentes del SRA

4.7.2.1 Angiotensinégeno

Es una glucoproteina de 452 aminoé&cidos producida en el higado, corazén, rifiones y
tejido adiposo, el cual circula como un péptido biolégicamente inactivo. Por medio de la

accion de la renina el Angiotensindgeno es convertido en Ang-I [Lima 2010].

4.7.2.2 Renina

Es una proteasa producida por las células del aparato yuxtaglomerular en el rifién. Esta
ha adquirido mayor importancia debido al descubrimiento del receptor de pro-
renina/renina (RPR). EI RPR es un receptor transmembrana expresado en grandes
cantidades en las células mesangiales, corazon, cerebro, adipocito visceral y en las
células del musculo liso vascular [Lima 2010].

La pro-renina es un zimogeno cataliticamente inactivo que se une al receptor de renina

(RR) e induce un aumento en la conversion catalitica de Angiotensindgeno a Ang-I.
[Lima 2010].

4.7.2.3 Enzima Convertidora de Angiotensina (ECA)

La ECA es una metaloproteinasa dependiente de zinc presente en tejidos como vasos
sanguineos, pulmoén, rifibn y corazon (cardiomiocitos y fibroblastos cardiacos) (Figura
12). Un aumento de la actividad de esta enzima lleva a la degradacion de bradicinina
(péptido vasodilatador); a la produccion de Ang-ll con propiedades profibroticas y
vasoconstrictoras y a la inactivacion de la Ang-(1-7) que tiene efectos vasodilatadores al
actuar sobre el receptor Mas el cual antagoniza al receptor AT, [Lima, 2010; Krégh, 2009].
En el afio 2000 se identific6 una nueva enzima homologa de la ECA, a la cual
denominaron ECA 2. Esta enzima es homologa en un 42% con la ECA pero con
actividades bioquimicas diferentes. La ECA 2 al hidrolizar a la Ang-lI genera Ang-(1-9),
la cual sirve como una via indirecta para generar Ang-ll. Sin embargo la actividad
catalitica de la ECA 2 es 400 veces mayor sobre la Ang-ll que sobre la Ang-l y conlleva
a la formacion de Ang-(1-7) [Lima 2010]. Ademas la ECA 2 no degrada a la bradicinina
[Krogh, 2009].
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Figura 12. Enzima Convertidora de Angiotensina. Es una ectoenzima bilobulada
unida a la membrana celular y que tiene una region hemodimérica extracelular, la
cual a su vez tiene 2 dominios homélogos con un sitio catalitico activo cada uno, un
dominio de anclaje transmembrana y una cola corta de carboxilo intracelular. El sitio
C terminal es el responsable del 75% de la actividad de la ECA y el principal
responsable de la conversion de la Ang | a Ang Il [Santeliz, 2008].

4.7.2.4 Angiotensina-ll

La Ang-Il es un potente vasoconstrictor que aumenta la resistencia vascular periférica y
en consecuencia eleva la presion arterial. En situaciones de deplecién del volumen
extracelular, la Ang-ll reduce la excrecion renal de sodio y agua alterando la
hemodinamica renal y ademés estimula la secrecion de aldosterona por la corteza
suprarrenal la cual provoca mayor reabsorcion hidrosalina a nivel del tubulo
contorneado distal y del tabulo colector. De esta manera la Ang-ll regula la presién
arterial de forma directa al aumentar la resistencia vascular periférica y de forma
indirecta al aumentar el volumen sistélico y por ende el gasto cardiaco [Lima 2010].

La Ang-ll tiene dos subtipos de receptores: los AT y los AT,. En humanos los
receptores AT; son ampliamente expresados en vasos sanguineos, corazon, rifion,
glandulas suprarrenales e higado y median los efectos de la Ang-Il; por su parte los AT,
estan presentes principalmente en tejidos fetales, disminuyendo rapidamente después
del nacimiento, encontrandose en baja cantidad en los tejidos de los adultos. Los
receptores AT, median los efectos de vasodilatacién, antiproliferacion celular y

apoptosis [Lima 2010].




4.7.2.5 Angiotensina-(1-7)

Ademas de sus efectos vasodilatadores, la Ang-(1-7) potencia la accion de las
bradicininas relacionadas a las prostaglandinas, el efecto del NO, del factor
hiperpolarizante derivado del endotelio, tiene un efecto antitrofico y disminuye la
expresion del inhibidor del activador del plasmindgeno tipo 1 (PAI-1), lo que le confiere

propiedades antiinflamatorias, fibrinoliticas y regulador de la remodelacién vascular
[Santeliz, 2008].

4.7.2.6 Otras angiotensinas

Ademas de las angiotensinas mencionadas anteriormente, se encuentra la Ang-lll y la
Ang-lIV. La Ang-lll o Ang-(2-8) se produce por accion de la aminopeptidasa A sobre la
Ang-ll; por su parte, la Ang-IV o Ang-(3-8) procede de la Ang-lll por accién de la
aminopeptidasa N. Ambas angiotensinas son activas, la Ang-Ill actta igual que la Ang-II
sobre los receptores AT; y AT, mientras que la Ang-lIV tiene como diana una
aminopeptidasa regulada por insulina (AMPRI) [Santeliz, 2008].

4.7.3 El SRA y su relacion con el Infarto Agudo al Miocardio (IAM)

Para mantener la funcionalidad del corazén luego de un IAM se activa entre otros, el
SRA. EI IAM produce alteraciones de la estructura del tejido cardiaco como hipertrofia
del cardiomiocito, hiperplasia de fibroblastos y fibrosis, que en conjunto se definen
como remodelamiento miocéardico (RM), el cual lleva a una depresion en la fraccion
eyectada, problemas de contractilidad cardiaca y pérdida en parte de la funcién
diastolica, lo que se conoce como disfuncién ventricular. Cuando esa disfuncion
progresa se deriva en una insuficiencia cardiaca (IC) en la que el corazén se hipertrofia
para mantener un flujo adecuado a los tejidos. Por lo tanto, la hipertrofia cardiaca
constituye un mecanismo compensatorio para mantener la funcionalidad del corazén.
Se sabe que todo este proceso esta regulado por el SRA y especialmente por la accién
de la ECA dentro de este sistema [Krogh, 2009].

Ademas este sistema desempefia una funcién en la disfuncién endotelial (factor de
riesgo de enfermedad cardiovascular), en la que las células inflamatorias asociadas a
lesiones vasculares liberan enzimas, incluida la ECA que libera Ang-Il. La disfuncion
endotelial y las alteraciones hemodinamicas cronicas promueven cambios patologicos

en la estructura de los vasos sanguineos o remodelacion vascular [Lépez, 2010].
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Se ha propuesto que la aldosterona contribuye a regular el inhibidor del activador de
plasminégeno tipo 1 (PAI-1) (el cual es sintetizado localmente en la pared de los vasos
sanguineos y en el endotelio vascular), inhibiendo el clivaje de plasminégeno en
plasmina y disminuyendo consecuentemente la fibrindélisis [Lopez, 2010].

Al activarse la via clasica del SRA se promueve un aumento en la presién sanguinea
por degradacion de vasodilatadores y generacion de vasoconstrictores que promueven
un mayor trabajo cardiaco y por ende hipertrofia, hiperplasia y fibrosis. Recientemente
se ha descubierto que la via clasica no es la Unica que regularia el RM sino que existe
una via paralela cuyo componente principal es la ECA homologa o ECA 2. Esta enzima
metaboliza Ang-l a Ang-(1-9) y Ang-ll a Ang-(1-7) y no degrada bradicinina. Estas
acciones en conjunto disminuirian la influencia de la via cléasica que se quedaria sin
Ang-Il y sin su precursor Ang-l, dando origen a vasodilatacion local y protegiendo asi
del RM. Ademas la Ang-(1-7) podria minimizar este RM estimulando la diuresis y la
vasodilatacion reduciendo de esta manera la sobrecarga de presion y volumen. Sin

embargo sigue sin conocerse su accion directa sobre la fibrosis del miocardio [Krégh,
2009].
Considerando lo anterior se ha postulado que hay un equilibrio entre la via clasica y la

via paralela de SRA (Figura 13). Este equilibrio podria verse afectado en condiciones
fisiopatoldgicas como el IAM, inclinandose hacia el aumento en la actividad de la via

clasica y disminucion de la via paralela [Krogh, 2009].

4.7.4 Efectos de la Ang-ll en el sistema cardiovascular

Es un potente vasoconstrictor, actia como un mitdgeno en las células del musculo liso
vascular causando vasoconstriccion y aumento del nimero de estas células; es causa
directa de un aumento del estrés oxidativo mediante un aumento en la produccién de
radicales libres de oxigeno a nivel tisular, promueve la aterosclerosis causando muerte
celular prolongada, aumenta la concentracion del PAI-1 a nivel local y por ello tiene
accion procoagulante, aumenta el factor de necrosis tumoral y varias interleucinas que
causan inflamacion local, a la larga es causa de episodios que culminaran en una
fibrosis de la placa aterosclerética tanto a nivel de los vasos como del miocardio y
finalmente induce la produccion de aldosterona en la corteza suprarrenal la cual tiene

mas efectos cardiovasculares [0"Gara, 2002)].
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Figura 13. Equilibrio y componentes vias clasica y paralela del SRA [Modificado
de Krogh 2009].

4.7.5 Efectos cardiovasculares de la aldosterona

La aldosterona es responsable de la retencion de Na* y de la excrecién de Ky Mg®* y
generalmente se asocia con una diuresis muy moderada. Causa activacién del sistema
simpético, inhibicion del parasimpatico, fibrosis vascular y miocérdica, dafio vascular y

por ultimo la disminucién de la distensibilidad arterial [0"Gara, 2002].

4.7.6 Papel de la angiotensina Il en el desarrollo aterosclerético

La Ang-Il es el principal efector del SRA, ejerce un papel importante en la génesis y en
las complicaciones de la aterosclerosis. La Ang-Il regula el crecimiento y la migracion
de células musculares y fibroblastos, la apoptosis de células endoteliales y la
diferenciacion de monocitos a macréfagos. Ademas contribuye al infiltrado inflamatorio
de la lesion vascular arterial. En células vasculares endoteliales y en células de musculo
liso vascular (VSMCs del inglés Vascular Smooth Muscle Cell), la Ang-Il incrementa las
moléculas de adhesion como P-selectina, ICAM-1 y VCAM-1 e induce respuesta
inflamatoria en VSMCs como liberacion de factores de crecimiento, citocinas y
guimiocinas [Alcazar, 2003; Cachofeiro, 2002].

La Ang-ll estimula la produccion de especies reactivas de oxigeno en el vaso

sanguineo, las cuales desempeiian un papel clave en la disfuncién endotelial y en la
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oxidacion de las LDL (Figura 14). Ademas estimula la proliferacion y migracion de
células de musculo liso y modula el cambio fenotipico de las mismas dando lugar a un
aumento de la sintesis de la matriz extracelular. Finalmente la Ang-Il también participa
en las complicaciones de la aterosclerosis al favorecer la ruptura de la placa y
trombogenicidad de la misma. En consecuencia, el SRA desempefia un papel clave en
la fisiopatologia de la aterosclerosis por lo que su blogueo ejercera un efecto
beneficioso sobre el desarrollo aterosclerético previniendo las alteraciones trombéticas

asociadas a él [Alcazar, 2003; Cachofeiro, 2002].

HTA HTA
Diabetes Diabetes
Hiperlipemia Hiperlipemia
Estrés mecanico |caM-1 o } LDL g:i[;gga Estrés mecanico
e-NOS Xantina

Oxidasa

v

NO| = O [ ANGII

Migracion
Proliferacion,

NADPH
Oxidasa

Musculo liso vascular

Figura 14. Participacion de la Ang-ll en la arteriosclerosis. La Ang Il, estimulada
por muy diversos factores, induce moléculas de adhesion (VCAM-1, ICAM-1) y la
guimiocina MCP-1, potente quimioatractante de monocitos y macréfagos,
favoreciendo la infiltracion de estas células en la pared vascular. Los macréfagos
activados induciran la oxidacion de la LDL mediante diversas enzimas oxidativas.
Esta LDL oxidada estimulara la migracion y proliferacion de células musculares y la
sintesis de nuevas citocinas proinflamatorias. La Ang-Il también contribuye al dafio
inflamatorio, favoreciendo el estrés oxidativo, ya que aumenta la actividad de

NADPH oxidasa y disminuye la actividad del éxido nitrico sintetasa endotelial
[Alcazar, 2003].

4.8 Tratamiento del Infarto Agudo al Miocardio (IAM)
Las primeras medidas aparte de las destinadas al tratamiento activo de reperfusion,

deben dirigirse a mejorar la relacién aporte-consumo miocardico de oxigeno para ello el
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tratamiento del ataque agudo consiste en la utilizacion de diferentes tipos de farmacos y

su eficacia depende del tiempo transcurrido desde el inicio de los sintomas hasta su

administracion [Barrero, 2007].

@

Analgésicos (morfina): su finalidad es reducir el dolor y la actividad del sistema
nervioso autbnomo simpatico. Ademas tiene efectos vasodilatadores que ayudan
a disminuir la carga cardiaca.

Aspirina: el acido acetilsalicilico bloquea la formacion de tromboxano A, el cual
ocasiona la agregacion plaguetaria y la constriccion arterial; esta accion reduce
la mortalidad general por 1AM, reinfarto total y accidentes cerebrovasculares
isquémicos.

Tromboliticos: (estreptoquinasa, urocinasa y alteplasa) que activan en forma
directa o indirecta el plasmindgeno en plasmina que degrada a la fibrina y
disuelve los trombos por lo que limitan la extension del infarto.

Betabloqueadores: poseen propiedades antiisquémicas, antiarritmicas vy
antihipertensivas. En las primeras horas del IAM producen una reduccion del
dolor precordial, el estrés parietal ventricular y del tamafio final del infarto.
Ademas reducen el reinfarto y la angina post-infarto, asi como la mortalidad por
medio de la limitacion del dafio necrotico, de la reduccion de las arritmias
malignas y quizas de la rotura cardiaca.

Inhibidores del Sistema Renina-Angiotensina (SRA): en esta categoria se
encuentran los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (IECA) que
inhiben la conversién de Ang-1 a Ang-ll y han demostrado disminuir la mortalidad
en el contexto del infarto cuando se administran durante la fase aguda del mismo
en las primeras 24 h. Ademas de los IECAS estan los antagonistas del receptor
de angiotensina (ARA) que inhiben la interaccién entre la Ang-ll y su receptor a

nivel celular [Barrero, 2007; O’ Gara, 2002; Torres, 2001].

4.8.1 Inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (IECA)

Los IECA constituyen un grupo de farmacos de primera linea para el tratamiento del

IAM. Su efecto beneficioso deriva de sus propiedades vasodilatadoras que reducen la

postcarga ventricular y mejoran la insuficiencia cardiaca. Ademas disminuyen la

expansion luego del IAM y mejoran la remodelacion ventricular con lo cual reducen el

riesgo de insuficiencia cardiaca y muerte. Debido a que su accion se centra en la
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inhibicion del SRA sus efectos comprenden la inhibicién de la hipertrofia miocardica,
accion profibrinolitica y efectos estabilizadores sobre la placa ateromatosa (reduccién
de episodios coronarios en la evolucion) [Barrero, 2007]. Estas propiedades
antiaterégenicas pueden estar relacionadas con la inhibicion de la formacién de Ang-lIl,
potenciacion de bradicinina y aumento de la liberacion de NO, lo que resulta en menor
migracion y proliferacion de VSMCs, reduccion de la acumulacion y activacion de las
células inflamatorias, disminucién del estrés oxidativo y mejoria de la funcién endotelial
[Lépez, 2004].

Los IECA también modulan el equilibrio fibrinolitico vascular al disminuir por una parte,
la Ang-Il, un estimulo potente para la sintesis del PAI-1 y por otra al aumentar la
concentracion de bradicinina, un estimulo potente para el activador tisular del
plasmindgeno. De este modo los IECA disminuyen la concentracion de PAI-1 y la
relacion molar existente entre PAI-1 y activador tisular del plasminégeno. Ademas los
IECA contrarrestan la agregacion plaquetaria inducida por la Ang-Il ya que aumentan la
produccién de NO y prostaciclina [Lopez, 2004].

Deben administrarse en etapa temprana (dentro de las 24 h) en todos los pacientes con
IAM que presenten insuficiencia cardiaca, disfuncion ventricular asintomatica o infartos
extensos. Las contraindicaciones para su empleo son hipotension arterial, estenosis
bilateral de arteria renal, insuficiencia renal o historia de tos o angioedema debido a
tratamiento previo con IECA [Barrero, 2007].

Los IECA se clasifican en 3 categorias de acuerdo con el grupo que se une al atomo de
zinc en la molécula de la ECA como aquellos que contienen un grupo sulfihidrilo,
carboxilo o fosforilo como ligando de zinc; estando el Captopril en la clasificacion de los

inhibidores que contienen un grupo sulfihidrilo (Figura 15) [Lopez, 2004].

CAPTOPRIL COOH
o
SH/%N
H” “ChH

Figura 15. Estructura quimica del Captopril.
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4.8.1.1 Mecanismo de accion

Los IECA inhiben competitivamente la conversion de la Ang-lI en Ang-ll, reduciendo la
concentracion local y circulante de la Ang-ll (Figura 16). También reducen la secrecion
de aldosterona y vasopresina y disminuyen la actividad nerviosa simpatica, asi como los
efectos tréficos de la Ang-ll. Sin embargo, no inhiben las acciones de la Ang Il
mediadas por la via de la activacion de los receptores AT; y AT, y no interaccionan
directamente con otros componentes del SRA. Ademas los IECA pueden inhibir
también la cininasa Il y aumentar la concentracion de bradicinina con accion
vasodilatadora a través de sus receptores B, endoteliales que median la sintesis y
liberacion de NO, de prostaglandinas vasoactivas (protaciclina y prostaglandina Ey) y
del factor hiperpolarizante derivado del endotelio (EDHF) [Lopez, 2004].

Angiotensindgeno

IECA Productos

Renina
Gx inactivos
IECA A

ECA-1:

\ Angiotensina | :
) Bradicinina

Endopeptidasa

ECA-2
Angiotensina ll » Angiotensina 1-7

I !

| Voo

Vasodilatacion Vasodilatacion

Figura 16. Mecanismos de accién de los inhibidores de la Enzima
Convertidora de la Angiotensina (IECA) [Modificado de Velazquez, 2008].

En estudios muy recientes se ha constatado que los IECA son capaces de estimular

también la sintesis de NO a través de la activacion directa de los receptores B; de
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cininas. Estos receptores se expresan poco en condiciones fisiologicas pero en
patologias como isquemia y aterosclerosis aumentan su expresion [Velazquez, 2008].

Otro posible mecanismo seria un aumento de los niveles de Ang-(1-7). Esta se forma a
partir de la angiotensina | acumulada tras la administraciéon de estos farmacos ya que
interfieren en los mecanismos de retroalimentacion negativa de asa corta y larga, sobre
la liberacion de renina. La formacién es mediada por la accién de una endopeptidasa
sobre la Ang-l y sobre la Ang-Il. La Ang-(1-7) ejerce una accion vasodilatadora que se
ha implicado en la accion de los IECA al estimular la liberaciéon de cininas y en

consecuencia, de prostaglandinas y NO [Velazquez, 2008].

4.8.1.2 IECA en IAM

Numerosos estudios clinicos como SAVE, QUIET, GISSI-3, SMILE, TRACE, FAMIS y
HOPE, ha demostrado claramente que el tratamiento con IECA reduce la mortalidad
general tras el infarto al miocardio. Este efecto es mucho mayor cuando se consideran
los pacientes con otros factores de riesgo cardiovascular asociados como hipertension y
diabetes. Su administracion se asocia con frecuencia a otros farmacos utilizados en el
infarto de miocardio, como los tromboliticos, la aspirina y los pB-bloqueadores [Velazquez,
2008].

4.8.2 Antagonistas del receptor de angiotensina (ARA)

Los antagonistas de los receptores de la Ang-ll han sido divididos en tres grupos
farmacoldgicos, aquellos que poseen selectividad por los receptores AT,, los que
antagonizan selectivamente los receptores AT, y los que antagonizan los efectos de
ambos receptores de la Ang-Il. El Losartan se encuentra entre los antagonistas de los
receptores AT; de la angiotensina, es altamente selectivo de estos receptores e induce

una inhibicion dosis dependiente de la respuesta a la angiotensina exégena (Figura 17)
[Contreras, 2000].
Los ARA estan indicados en el tratamiento de la hipertension arterial y junto con otros

farmacos en insuficiencia cardiaca, enfermedad renal en pacientes con diabetes tipo 2
con proteinuria e hipertension, la prevencion de accidentes cerebrovasculares en

pacientes hipertensos, la hipertrofia del ventriculo izquierdo y el IAM [Velazquez, 2008].
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Figura 17. Estructura quimica del Losartan.

4.8.2.1 Mecanismo de accion

El principal mecanismo de accion de los ARA es el bloqueo de la activacién de los

receptores tipo 1 de la Ang-Il (Figura 18) [Contreras, 2000].
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Figura 18. Mecanismos de accion de los antagonistas de los receptores de

angiotensina (ARA) [Modificado de Velazquez, 2008].
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A consecuencia del bloqueo quedan inhibidas las sefales intracelulares relacionadas
con el aumento de la concentracion de calcio intracelular (fosfolipasa C, inositol
trifosfato [IPs] y diacilglicerol [DAG]) en las células musculares lisas,
corticosuprarrenales y diversos tipos de conducciones neuronales [Contreras, 2000].

Ademas los ARA han mostrado un importante efecto de retardo e inhibicion del
desarrollo aterosclerético. Se ha demostrado que mejoran la disfuncién endotelial
asociada a hipertension, dislipemia y diabetes y disminuyen la produccion de especies
oxidantes de oxigeno, el nimero de leucocitos y de factores inflamatorios en la lesion
aterosclerotica, contribuyendo a estabilizar la placa de ateroma y también a prevenir la
aparicion de un proceso trombdtico. Todas estas acciones son consecuencia del
bloqueo de las acciones derivadas de la activacion de los receptores AT; sobre los

mecanismos Yy factores implicados en el proceso aterosclerético y sus complicaciones
[Contreras, 2000].

4.8.3 Compuesto [4-tert-butil-2,6-bis (tiomorfolin-4-ilmetil) fenol] (LQM319)

La historia de este compuesto se origina en la Republica de China en el afio 1979
donde un grupo de investigadores examinaba las propiedades antimalaricas de
derivados de la Febrifugina, encontrando que uno de esos derivados, la changrolina,
era un agente antiarritmico efectivo. Esta molécula presentaba una diferencia
estructural con los antiarritmicos cominmente conocidos hasta esa fecha por lo que
Strout y sus colaboradores modificaron sisteméaticamente la molécula para demostrar
gue parte de ésta Ultima era necesaria para mostrar la actividad antiarritmica [Rocha,
2008; Sanchez, 2010]

Para el andlisis de la actividad biologica la estructura fue dividida en tres regiones, la
regién | denominada heteroatémica y que consiste en una molécula de quinazolina que
puede remplazarse por gran variedad de heterociclos sin perder la actividad
antiarritmica; la region Il llamada aromatica que posee el esqueleto de 2,6-bis(pirolidin-
1-il-metil) fenol tetrasustituido y que presenta la mejor actividad y si esta region no esta
completa la actividad es nula; y por ultimo la region Il que es un enlace entre ambas
regiones y en la que pueden incluirse diferentes grupos para tratar de aumentar la

actividad y disminuir la toxicidad (Figura 19) [Rocha, 2008; Sanchez, 2010].
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Figura 19. Molécula de la Changrolina [Modificado
de Rocha, 2008]

Retomando dichos estudios, en el Laboratorio de Quimica Medicinal de la Unidad de
Posgrado de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan Campo 1 se inici6 el disefio
y sintesis de compuestos andlogos de la region Il de la changrolina mediante la
reaccion quimica entre un fenol sustituido, un formaldehido y una o dos moléculas de
morfolina, tiomorfolina y/o piperidina obteniendo compuestos morfolinicos,
tiomorfolinicos y piperidinicos con clave LQM300 [Rocha, 2008; Sanchez, 2010]

A la serie de compuestos LQM300 se les realizaron estudios de actividad biologica en
el Laboratorio de Farmacologia del Miocardio de la misma Institucién, encontrandose

gue estos compuestos derivados del fenol mostraban una respuesta hipotensora [Rocha,
2008; Sanchez, 2010]
El compuesto LQM319 de dicha serie se sintetizO por una reaccién estequiomeétrica

entre tiomorfolina, terbutilfenol y formaldehido utilizando una lampara IR como fuente de
energia para dar como producto el [4-tert-butil-2,6-bis (tiomorfolin-4-ilmetil) fenol]
(Figura 20) [Rocha, 2008; Sanchez, 2010].

Este compuesto mostré ser el de mejor eficacia, disminuyendo la Presion Arterial Media
(PAM), Presién Arterial Diastélica (PAD), Presion Arterial Sistolica (PAS), Frecuencia
Cardiaca (FC) a dosis menores de 0.001 mg/Kg, siendo mas potente que farmacos
antihipertensivos comerciales como Omapatrilat y Losartan [Rocha, 2008].

En el 2008 se realizd un estudio genotéxico para el compuesto LQM319, el cual fue
realizado en ratones macho cepa CD1. Para ello se determind la dosis letal media

(DLso) por el método de Lorke que fue de 471.1 mg/kg. Este resultado fue respaldado
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usando la prueba de Probit con una DLsy de 327.7 mg/kg por lo que el compuesto se
clasific6 como sustancia moderadamente toxica, encontrandose que es de mayor
toxicidad que el Captopril y el Losartan pero que no produce dafio al material genético.
Ademas se demostré que no causa efecto genotdxico y se excluyd de ser citétoxico a

los 10, 30 y 60 mg/Kg [Rocha, 2008].

OH

Figura 20. Estructura quimica del compuesto

LQM319 [Rocha, 2008]
Posteriormente, en el 2010 se realizaron estudios para evaluar el efecto sobre la
contraccion vascular de los compuestos LQM300, con esta finalidad se utilizd
Fenilefrina la cual provoca vasoconstriccion. Para conocer y caracterizar el efecto del
compuesto se realizaron curvas dosis respuesta a la Fenilefrina y curvas dobles
reciprocas encontrando que el compuesto LQM319 ejerce efecto vasodilatador en aorta
toracica y aorta abdominal. Ademas se realizaron curvas Concentracién-%Respuesta a
la fenilefrina en presencia y ausencia del compuesto LQM319 que fue mas efectivo
sélo en la porcidon abdominal [Sanchez, 2010].
Consecutivamente en el afio 2011 estudios computacionales realizados por el Dr.
Enrique Angeles mostraron que el compuesto LQM319 tiene afinidad por la ECA,
inclusive mayor que la del Captopril y recientemente estudios realizados revelaron que
en el efecto antihipertensivo del LQM319 participa Ang-(1-7) y que dicho efecto es
semejante al obtenido por Captopril por lo que es posible que el mecanismo de este
compuesto sea a través de la inhibicion de la ECA. Ademas las Curvas Concentracion-
Respuesta a Ang-1 y a Ang-ll mostraron efectos paralelos entre si, evidenciando que el

compuesto LQM319 se rige bajo el mismo mecanismo de accion que el Captopril
[Orozco, 2012].
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5.- MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron ratas Wistar macho procedentes del bioterio del Cinvestav-IPN sede sur de
10-12 semanas de edad y con un peso de 270-340 g. Se formaron 5 grupos
experimentales de 3 ratas cada uno: a) testigo; b) infarto miocardico de 48 h; c) infarto
miocardico con tratamiento de [4-tert-butil-2,6-bis (tiomorfolin-4-iimetil) fenol]; d) infarto
miocardico con tratamiento de Captopril; e) infarto miocardico con tratamiento de
Losartan. Los farmacos y el compuesto se administraron 30 min antes de inducir el
infarto y 24 h postoclusion en dosis de 1 mg/Kg/dia/i.m. El infarto miocardico se indujo
mediante la oclusion de la arteria coronaria izquierda. Posteriormente se realizd una
puncion cardiaca para la obtencion de sangre y se obtuvo el plasma para cuantificar por
triplicado la PCR mediante el kit de ELISA “Rat CRP/C-Reactive Protein”.

5.1 Induccién del infarto miocardico por oclusién de la arteria coronaria

La oclusion de la arteria coronaria se realizé mediante una toracotomia entre el 4° y 5°
espacio intercostal que permitié exteriorizar el corazon y localizar la arteria coronaria
realizando una ligadura mediante el uso de una aguja atraumatica e hilo seda 5/0. El
corazon se regreso a la cavidad toracica y se cerrd, por medio de una bombilla de hule
se insuflaron los pulmones para restaurar la presion negativa intratoracica y se permitio

la recuperacion del animal [Fischbein, 1978].

5.2 Obtencién de la muestra sanguinea

La muestra de sangre se obtuvo por puncion cardiaca, para ello se anestesié al animal
con éter etilico, se coloc6 en posicién dorsal sobre la mesa y se exteriorizd el corazon,
posteriormente se introdujo en él una aguja para toma y recoleccion de muestra
montada en un adaptador con un tubo BD Vacutainer® con EDTA. Una vez obtenido el
volumen requerido se retird el tubo y se agité suavemente para mezclar la sangre con el
anticoagulante después se retird la aguja y se depositdé en el contenedor rojo para
objetos punzocortantes. Las muestras se centrifugaron a 2000 rpm durante 10 min, se
separo el plasma, se coloco en tubos Eppendorf y se almacend a -20 °C hasta su uso
en la técnica de ELISA [De la Cruz, 2011].
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5.3 Prueba de ELISA

Para la técnica se utilizé el kit comercial “Rat CR/C-Reactive Protein ELISA” de Sigma-
Aldrich. Siguiendo las indicaciones del inserto se prepararon y diluyeron algunos
reactivos para su uso. Al igual que éstos, las muestras se diluyeron usando un factor de
dilucion de 1:50,000. Ademas se realizé una serie de diluciones estandar para la curva
de calibracion usando concentraciones de 60, 24, 9.6, 3.84, 1.536, 0.614, 0.246 y cero
(blanco) ng/mL. Posteriormente se adicionaron 100 pL de cada estdndar y de muestra
en los pozos, se cubrieron e incubaron por 13 h a 4° C, se aspir6 la solucién y se lavo 4
veces con buffer de lavado utilizando el lavador de placas TECAN, se elimind
completamente el liquido y se invirtid la placa sobre toallas de papel absorbente. Se
agregaron 100 pL de anticuerpo biotinilado 1x en cada pozo y se incub6 1 h a
temperatura ambiente con agitacion suave, pasado el tiempo se aspiro la solucion y se
lavdé 4 veces con buffer de lavado. Se adicionaron 100 pL de la solucién de HRP-
Estreptavidina (del inglés horseradish peroxidase o peroxidasa de rdbano) en cada
pozo y se incubd la placa por 45 min a temperatura ambiente, se aspiré la solucién y se
lavd 4 veces con buffer de lavado. Se agregaron 100 pL de tetrametilbencidina (TMB)
en cada pozo y se incubd 30 min a temperatura ambiente en oscuridad, transcurrido el
tiempo se agregaron 50 pL de solucion de paro en cada pozo y se leyé inmediatamente
a 450 nm.

g
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6.- DISENO EXPERIMENTAL

PROTEINA C REACTIVA

5 Lotes de 3
Ratas Wistar

Testigo IM IM + CAP IM + LQM319 IM + LOS

A 4

Administrar tratamiento. Esperar 30 min.
Dosis: 1 mg/Kg/dia/i.m.

y

Inducir infarto miocardico

24 h después administrar el tratamiento
Dosis: 1 mg/Kg/dia/i.m.

48 h después del infarto
obtener una muestra sanguinea

y

Cuantificar la PCR por la
técnica de ELISA

Testigo = Lote testigo sin infarto miocérdico

IM = Lote con infarto miocardico

IM + CAP = Lote con infarto miocardico y tratamiento de Captopril
IM + LQM319 = Lote con infarto miocérdico y tratamiento del
compuesto [4-tert-butil-2,6-bis(tiomorfolin-4-ilmetil) fenol] (LQM319)
IM + LOS = Lote con infarto miocardico y tratamiento de Losartan

-
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INDUCCION DE INFARTO MIOCARDICO

Anestesia

r alarata

A 4

Realizar to

racotomia

A 4

Localizar arteria coronaria

Ligar arteria co

n hilo seda 5/0

Regresar corazén

a cavidad toracica

Suturar

Insuflar los pulmones con
una bombilla de hule

A 4

Permitir la recuperacion
del animal

&
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PUNCION CARDIACA

Anestesiar a la rata

A 4

Colocar en posicion dorsal

A 4

Exteriorizar el corazon

Puncionar corazén con aguja
montada en adaptador

y

Colocar tubo con EDTA

A 4

Agitar suavemente

\

Centrifugar las muestras a
2000 rpm/ 10 min

A 4

Separar el plasma y colocarlo
en tubos Eppendorf

Y

Almacenar a -20 °C

&
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TECNICA DE ELISA

Preparar y diluir reactivos

A 4

Diluir muestras. Factor: 1:50,000

A 4

Realizar serie de diluciones
estandar (60 — 0 ng/mL)

y

Adicionar 100 pL de cada estandar
y cada muestra en los pozos

y

Cubrir e incubar 13 ha4° C

A 4

Aspirar la solucién y lavar 4
veces con buffer de lavado

Adicionar 100 L de anticuerpo biotinilado

y

Incubar 1 ha T° amb

-
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®

!

Aspirar la solucién y lavar 4
veces con buffer de lavado

A

Adicionar 100 pL de solucién de
HRP-Estreptavidina

2 2

Incubar 45 mina T° amb

\

Aspirar la solucién y lavar 4
veces con buffer de lavado

A 4

Agregar 100 pL de TMB

¥

Incubar 30 mina T° amb en
oscuridad

J

Adicionar 50 uL de
solucién de paro

Leer inmediatamente a 450 nm

&
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/.- RESULTADOS

Para el presente proyecto se utilizaron 5 grupos experimentales en los cuales se
cuantificaron los niveles de PCR. Para ello, se realiz6 antes una curva estandar (figura
21) la cual permitié interpolar los resultados de las absorbancias de cada muestra para
la cuantificacion de la PCR.

Curva estandar de PCR
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Figura 21. Curva estandar de la proteina C reactiva. La lectura se realizé en un

Epoch a A=450 nm, con una r*=0.9804
Con dicha interpolacion se obtuvieron los valores de PCR de cada muestra (Figura 22)
y se realizé un analisis estadistico utilizando los programas Excel 2007 y Graph Pad
Prism 6.0 para obtener las diferencias estadisticamente significativas. En ella se
observa que hay un aumento no significativo en los niveles de PCR en el lote con
infarto miocéardico; por su parte el compuesto [4-tert-butil-2,6-bis(tiomorfolin-4-iimetil)
fenol] (LQM319) no presentd diferencia significativa con el grupo infartado o el control y
en cuanto a los farmacos el Losartan disminuy6 la concentracion de PCR en contraste

con el Captopril que aumento significativamente la concentracion de la proteina.

&
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PCR plasmatica

* k%

***P<0.001 Testigo, IM+LOS vs IM+CAP

v

ANERNERN

v

Testigo = Lote testigo

IM = Lote con infarto miocardico

IM + CAP = Lote con infarto miocardico y tratamiento de Captopril
IM + LQM319 = Lote con infarto miocéardico y tratamiento del
compuesto [4-tert-butil-2,6-bis(tiomorfolin-4-ilmetil) fenol] (LQM319)
IM + LOS = Lote con infarto miocéardico y tratamiento de Losartan

Figura 22. Gréfica de la concentracion de proteina C reactiva de cada uno
de los grupos experimentales. Se observan diferencias significativas entre el
lote IM+CAP vs Testigo y lote IM+CAP vs IM+LOS P<0.001.
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8.- ANALISIS DE RESULTADOS

La enfermedad cardiaca isquémica continda siendo la principal causa de muerte en el
mundo por lo que en los ultimos afios la intervencion sobre los factores de riesgo
clasicos como dislipidemia, hipertension arterial, habito de fumar, Diabetes Mellitus y
obesidad han sido piedra angular en la prevencion primaria y secundaria de diferentes
sindromes isquémicos como la angina estable cronica, la angina inestable, el infarto
agudo al miocardio y la muerte subita [Heres, 2011].

Estudios recientes sefialan que ciertos biomarcadores podrian afiadir informacion
pronostica a la aportada por los factores de riesgo tradicionales. De ellos, el méas
estudiado es la proteina C reactiva, un reactante de fase aguda que participa en la
respuesta inmunitaria innata y que desde su descubrimiento ha sido utilizada como un
marcador sistémico de inflamacion y dafio de tejidos. Sin embargo, la PCR no sélo
participa en la prediccion de riesgo de eventos cardiovasculares sino que predice su
evolucion, recurrencia y su respuesta a la terapia farmacoldgica [Heres, 2011].

Poco después de su descubrimiento, Kroop y Shackman en 1954, describieron el
aumento en la produccién de PCR como un hecho caracteristico de la respuesta en el
IAM. Posteriormente en 1982 Beer y colaboradores describieron niveles elevados de
PCR en pacientes con enfermedad cardiaca isquémica, particularmente en angina
inestable e IAM [Heres, 2011].

Debido a la importancia que tiene la PCR en el IAM en el presente proyecto se realizd
la cuantificacién de los niveles plasmaticos de la proteina después de 48 h de oclusion.
Para ello se utilizaron 5 grupos experimentales: el primero como testigo para establecer
los valores normales de PCR en ratas, el segundo lote con infarto miocéardico y los
altimos tres como infarto miocardico con tratamiento de Captopril, de Losartan o del
compuesto [4-tert-butil-2,6-bis (tiomorfolin-4-ilmetil) fenol] (LQM319) para evaluar el
efecto que tienen estos sobre los niveles de PCR. Para dicha cuantificacién se utilizé el
equipo comercial “Rat CR/C-Reactive Protein ELISA” de Sigma-Aldrich siguiendo la
metodologia del inserto y se leyé a 450 nm. Se realizé antes una curva estandar (figura
21) para interpolar las absorbancias obtenidas de las muestras problema y obtener las
concentraciones séricas de la PCR.

Las propiedades quimicas y funciones bioldgicas de la PCR difieren ligeramente de una

especia a otra [Nunomura, 1994]. En humanos la PCR estd normalmente presente en
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niveles muy bajos en el suero pero se aumenta rapida y significativamente en respuesta
a una variedad de condiciones inflamatorias o infecciosas [Heres, 2011]. Sin embargo se
ha reportado que en ratas la PCR no es una proteina de fase aguda tipica ya que en
contraste con los humanos, las concentraciones plasmaticas son mucho mas altas,
teniendo un rango normal de 300-500 mg/L, que es 100 veces mayor que la
concentracion en los seres humanos [Niubel, 2003]. A pesar de ello, en la figura 22 se
puede apreciar que dichos niveles se encontraron todavia mas elevados que los
reportados en la literatura en ratas no tratadas, siendo en promedio de 781 mg/L, lo
cual se debe a las condiciones ambientales en las que se encuentran los animales asi
como a la variabilidad individual de cada animal [Sanchez, 2006].

Cuando se genera el infarto miocardico hay dafio en el tejido y se produce un evento
inflamatorio agudo, los niveles de PCR comienzan a aumentar en relacion directa con el
grado de necrosis miocardica llegando a elevarse hasta 1000 veces mas después del
evento, volviendo a sus concentraciones basales después de 7-12 dias [Tornel, 2003]. Sin
embargo en ratas esta elevacion no es tan drastica ya que se han realizado estudios de
la PCR como un marcador de la inflamacion aguda usando modelos tales como la
administracion de adyuvante completo de Freund en la almohadilla de la pata (Connolly,
1988) y la administracion subcutanea de trementina, encontrando en este Gltimo estudio
que después de la inyeccién de aceite de trementina la concentracion de PCR empezé
a aumentar 4 h después de la administracion y alcanz6 un nivel maximo de 2.2 veces
mayor que el nivel de partida en aproximadamente 48 h [Nunomura, 1994]. Por lo que
ambos trabajos indicaron que la PCR era un marcador menos sensible de la inflamacion
en la rata que en el ser humano [Giffen, 2003]. Es por ello que en este proyecto después
de 48 h de la oclusién de la arteria coronaria en el lote de ratas infartadas no hay un
aumento significativo en los niveles de PCR con respecto a los del lote testigo, los
cuales son mostrados en la figura 22.

Estudios indican que las concentraciones de PCR se pueden reducir con algunas
intervenciones cardioprotectoras como la inhibicion del SRA utilizando farmacos IECAS
y ARA [Heres, 2011]. Por lo que al administrar el Captopril media hora antes de la
oclusion y 24 h post-infarto se esperaba que después de 48 h los niveles de la PCR
disminuyeran llegando a asemejarse a los normales. No obstante pese a su

comprobado efecto cardioprotector en IAM en humanos, los resultados mostrados en la
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figura 22 indican que hay un aumento significativo en las concentraciones de PCR con
respecto a las del lote testigo.

Esto se justifica con lo mencionado por Nunomura sobre las propiedades quimicas y
funciones biolégicas de la PCR que se diferencian entre especies. Ademas de
relacionarse con lo reportado en el laboratorio de Farmacologia del Miocardio de la
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan en el 2013 con el trabajo de los “Efectos del
LQM319 sobre la expresion del biomarcador NF-kB en el infarto miocardico”. En dicho
trabajo se menciona que hay un aumento significativo de la activacion del NF-xB al
administrar Captopril en la misma dosis de 1 mg/kg/dia y en condiciones de
administraciones y tiempo de oclusion similares [zarate, 2013].

Lo anterior se relaciona porque Li (2004) evidencié una correlacién positiva entre la
actividad de NF-xB y los niveles séricos de PCR en pacientes con angina inestable.
Ademas, Valen y colaboradores han informado que se ha encontrado NF-kB activado
en el miocardio en pacientes con angina inestable y se indica que la activacién del
NF-xB puede inducir un estado proinflamatorio, posiblemente haciendo que el miocardio
sea mas susceptible a la inflamacién. Asimismo Hattori y colaboradores informaron que
la PCR induce la activacion paralela de NF-kB y aumenta la actividad de MAP cinasa en
VSMCs la cual activa al NF-xB [Li, 2004].

El mecanismo sugerido por Zarate (2013) indica que tras la administracion de un IECA
aumentan los niveles de bradicinina, esta actia sobre su receptor B, permitiendo que
se active la via de sefializacion de las cinasas Ras/Raf/MEK/ERK lo que produce la
activacion del NF-kB, el cual expresa genes que pueden ser tanto antiinflamatorios
como proinflamatorios. Por lo tanto, al observar que los niveles de PCR estan
aumentados cuando se administra Captopril, se sugiere que en esa expresion hay
genes proinflamatorios, principalmente IL-6 que es la principal interleucina que activa el
gen para la produccion de la PCR. Aunado a esto se encuentra la Ang-Il sintetizada por

vias alternas de la ECA y de la cual se conocen propiedades proinflamatorias [Heres,
2011].
Entonces se propone que los niveles de la proteina estan elevados de manera

significativa debido al proceso inflamatorio que se produce por el infarto, por los efectos
que tiene la Ang-ll y por el efecto de las citocinas proinflamatorias generadas por la

activacion del NF-xB debido a los niveles elevados de Bradicinina.
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Ademas en la grafica de la concentracion de los niveles de PCR se muestra que al igual
que lo reportado por Zarate (2013), el compuesto [4-tert-butil-2,6-bis (tiomorfolin-4-
ilmetil) fenol] (LQM319), que se ha observado actia como un IECA, tiene mejor efecto
cardioprotector que el Captopril ya que a pesar de que los niveles plasmaticos de la
PCR aumentan cuando es administrado este compuesto, la elevacion no es
significativa.

Por dltimo se encuentra el Losartdn, que como se menciond anteriormente es un ARA,
teniendo su funcion en el SRA. En la figura 22 se observa que en este lote la
concentracion de la PCR es muy similar a la del lote testigo. Dicho efecto puede
deberse a que este actia directamente sobre los receptores de la Ang-Il, inhibiendo el
efecto proinflamatorio que tiene esta proteina y ademas permitiendo que la ECA
inactive a la bradicinina, que como se menciond participa en la activacién de citocinas
proinflamatorias.

Estos mecanismos son sugeridos en el presente proyecto, sin embargo, al igual que en
los estudios realizados en humanos, es necesario realizar un estudio sobre la cinética
de la PCR en ratas y de esta manera establecer bien el tiempo en el que los niveles de
la proteina llegan a su maxima concentracion cuando hay un infarto agudo al miocardio,
ya que a pesar de que se han realizado estudios sobre la cinética en inflamacién aguda
Sanchez (2006) reportd que el pico maximo de los niveles de la PCR depende del
evento inflamatorio. Asimismo, es importante recordar que en cuanto a la utilidad clinica
de la PCR humana aun hay controversia ya que hay datos que sugieren que los IECA
reducen las concentraciones de PCR incluso en pacientes con Diabetes Mellitus tipo 2,
no obstante otros estudios no han indicado una reduccion de las concentraciones de

PCR mediante el tratamiento con IECA o con ARA [Heres, 2011].

-
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Figura 23. Esquema propuesto sobre el efecto del Captopril, el Losartan y el compuesto
LQM319 en los niveles de PCR [Heres, 2011, Li, 2004, Zarate, 2013]
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9.- CONCLUSIONES

9.1. Se determinaron los niveles plasmaticos basales de PCR en el grupo testigo de
ratas Wistar macho encontrando que estaban por encima de los reportados en la
literatura.

9.2. Se evidenci6 que después de 48 h de oclusién los niveles plasmaticos de PCR de
rata tienden a elevarse pero no significativamente, indicando que la PCR es un
marcador poco sensible de inflamacién en la rata.

9.3. Con la administracion de los tratamientos los niveles plasmaticos de la PCR se
modificaron, el Captopril elevo significativamente la concentracion de PCR, de igual
forma el compuesto [4-tert-butil-2,6-bis (tiomorfolin-4-iimetil) fenol] (LQM319)
promovio el aumento de los niveles de PCR pero la elevacion es no significativa por
su parte el Losartan disminuyo la concentracion de PCR en plasma de rata.

-
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10.- PROPUESTAS

Las enfermedades cardiovasculares son un problema actual por lo que es necesario
realizar mas estudios sobre algunos biomarcadores que ayuden en su prevencion,
diagndstico y pronéstico como lo es la PCR. Sin embargo por la variabilidad que tiene
esta proteina entre especies se sugiere realizar un estudio sobre la cinética de la PCR
de rata en IAM para establecer el tiempo optimo en el que la proteina llega a su maxima
concentracion plasmética y asi poder evaluar otros compuestos pertenecientes a la
familia LQM300’s. Ademas con los resultados obtenidos en este proyecto sobre la PCR
y los obtenidos recientemente sobre el NF-kB anexando a este ultimo un lote de infarto
miocardico tratado con Losartdn se podria complementar la posible via propuesta por
Zarate (2013) sobre el efecto que tienen dichos biomarcadores en el proceso
inflamatorio asi como el efecto que causan los tratamientos. Aunado a ello se sugiere
una integracion de los resultados obtenidos de los biomarcadores antes mencionados
con bradicinina y algunas enzimas cardiacas como la creatina cinasa y su fraccion MB
asi como las troponinas | y T para tener un panorama mas completo sobre el efecto que

tienen los tratamientos.
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