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RESUMEN

Solo conocemos parcialmente los mecanismos que explican la resistencia de la
arteria mamaria interna (AMI) a la aterosclerosis (ATS). La homocisteina (Hcy) se
encuentra en el plasma de diferentes formas: 1. Hcy reducida u oxidada. 2. Hcy-tiolactona
(Hcy-T). 3. Hey unida a proteinas (Hcy-p), como resultado de la S/N-homocisteinilizacion.
En el presente trabajo, evaluamos la concentracion de las proteinas S/N-homocisteiniladas
en fragmentos de AMI obtenidos de pacientes en los que se efectud cirugia de
revascularizacion coronaria (CRC). Adicionalmente, investigamos si la concentraciéon de
estas proteinas se relacioné con algunas variantes genéticas comunes (polimorfismos).
Analizamos si la concentracion de Hcy plasmatica total (tHcy), el nivel de S-homocisteina
(S-Hcy) unida a proteinas (S-Hcy-p), los genotipos evaluados, o el grado de metilacion
promovido por la Hcy, se correlacioné con la expresién de los genes que codifican la
sintasa endotelial del 6xido nitrico (eNOS), la sintasa inducible del 6xido nitrico (iNOS) y la
dimetilarginina dimetilaminohidrolasa 2 (DDAHZ2) en los territorios vasculares evaluados
(AMI versus aorta). Hallamos escasa proporcion de S-Hcy-p en los fragmentos de AMI
estudiados. Observamos relacién entre la S-Hcy-p y los polimorfismos C677T de la enzima
metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) [rs1801133] y Metionina 55 Leucina
(Met55Leu) de la enzima paraoxonasa 1 (PON1) [rs854560]. Apreciamos diferencia
graduada en la concentracién de S-Hcy-p y el grado de metilacién del promotor del gen
DDAH2 en los punches aorticos, pero no en los fragmentos de AMI. No encontramos
correlacion entre el grado de metilacion y la expresion del gen DDAH2 en los tejidos
analizados (AMI versus aorta). Los polimorfismos evaluados parecen contribuir in vivo a

las propiedades de unién de la Hecy a la AMI. La contribucién a la expresion del gen eNOS



Resumen

y la metilacion del promotor del gen DDAH2 inducido por la Hcy, parece ser tejido-

especifica e independiente de la via DDAH2/ADMA/eNQOS.

Palabras Claves. Homocisteina. Homocisteinilizacion. Polimorfismo. Expresion génica.

Metilacion.
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ABSTRACT

The striking resistance of internal mammary artery (IMA) toward atherosclerosis is
modulated by hitherto unknown mechanisms. In plasma, homocysteine (Hcy) occurs in
reduced, oxidized, homocysteine thiolactone and a component of proteins as a result of
N/S-homocysteinylation. We evaluated N/S-homocysteinylated protein levels in IMA
fragments of patients undergoing coronary artery bypass grafting (CABG) and whether they
were affected by genetic common variants (polymorphisms). We tested whether total Hcy
(tHcy), Hcy-S incorporated proteins (Hcy-S-p) levels, genotypes or Hcy-induced
methylation modifications, were related to differences in endothelial nitric oxide synthase
(eNOS), inducible endothelial nitric oxide synthase (INOS) and dimethylarginine
dimethylaminohydrolase 2 (DDAH2) gene expression between territories (IMA versus
aorta). A small percentage of Hcy-S-proteins were found in IMA fragments. The
methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) C677T [rs1801133] and paraoxonase 1
(PON1) Leu55Met (rs854560) polymorphisms were associated with Hcy-S-proteins. We
observed a gradual difference according to Hcy-S-proteins levels in the methylation degree
of the DDAH2 gene promoter in aortic, but not in IMA fragments. No correlation between
the degree of methylation and the DDAH2 gene expression levels was found in both types
of analyzed fragments. Analyzed polymorphisms seem to contribute to the in vivo Hcy
binding properties to IMA. The contribution of the Hcy-derived methylation modifications to
DDAH2 and eNOS gene expression seems to be tissue-specific and independent of the

DDAH2/ADMA/eNQOS pathway.

Keywords. Homocysteine. Homocysteinylation. Gene polymorphisms. Gene expression.

Methylation.
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INTRODUCCION

Hace mas de un siglo William Osler (1849-1919) escribi6; The Principles and Practice of Medicine'. Este
tratado, ademas de constituirse en un texto decisivo, determiné la transicién entre el tratamiento sintomatico y
el abordaje racional de las enfermedades fundamentado en la fisiopatologia. Un siglo después, con los
avances en la genética humana, Barton Childs (1916-2010), escribié un segundo capitulo; Genetic Medicine: A
logic of disease’. Los dos mensajes primordiales transmitidos por Childs en su texto fueron: 1. En el siglo XXI,
la medicina debe encaminarse hacia el tratamiento de los individuos, no de las enfermedades. 2. La salud
debe entenderse como una funcion de los genes y del entorno’.

La enfermedad coronaria (EC) continda siendo la primera causa de muerte en todo el
mundo*®. La susceptibilidad de los vasos sanguineos a la aterosclerosis (ATS) varia entre
los diferentes territorios del organismo®. La resistencia innata de la arteria mamaria interna
(AMI) a la ATS contrasta con la reconocida susceptibilidad de la aorta y las arterias
coronarias a la aterogénesis’. Desconocemos los mecanismos bioldgicos que subyacen a
dicha labilidad vascular. Este hecho revierte crucial relevancia en la comprension de los
factores implicados en la proteccion de los vasos sanguineos frente a la ATS. Las
diferencias en las propiedades antiaterogénicas de estas arterias proporcionan una
estrategia ideal para la caracterizacion de estos factores.

La cirugia de revascularizacion coronaria (CRC) es la intervencidon quirdrgica
realizada con mayor frecuencia en el mundo para mitigar la angina de pecho, mejorar la
calidad de vida y reducir la mortalidad por enfermedad coronaria (EC)®. La CRC (mediante
injertos arteriales) representa a su vez el procedimiento quirdrgico de eleccion en el
tratamiento de la enfermedad isquémica del corazén. La AMI es el injerto mas utilizado en
la CRC, con una excelente tasa de permeabilidad a largo plazo®''. Se han descrito
diversos factores involucrados en la longevidad de los injertos vasculares, entre los que se
cuenta el uso de la AMI en la CRC’. A posteriori del implante de la AMI en posicién

coronaria la hiperplasia de la intima y la ATS no constituyen inconvenientes habituales'?.
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Este hecho sugiere que persiste algun nivel de proteccion de la AMI a la aterogénesis aun
después de realizado el injerto.

El incremento de la Hcy plasmatica es un factor de riesgo (FR) gradual e
independiente en la génesis de las enfermedades cardiovasculares de origen
aterosclerético’ (ECV). La enzima metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) convierte el
5,10-metiltetrahidrofolato (5-MTHF) en la principal forma circulante de los folatos (siendo
este a su vez donante de grupos metil) durante la remetilaciéon de la Hcy. El polimorfismo
C677T MTHFR incrementa los niveles de Hcy en los individuos con genotipo TT, como ha
sido confirmado en estudios de asociacién del genoma completo (GWAS)™.

La Hcy causa disfuncién endotelial ya que incrementa el estrés oxidativo y disminuye
la biodisponibilidad del 6xido nitrico (NO"). El incremento de Hcy ademas ejerce otros
efectos deletéreos''®. La S-adenosil-metionina (SAM) constituye una importante fuente de
grupos metil, siendo a su vez esencial en las reacciones enzimaticas de transmetilacion
celular. La S-adenosil-homocisteina (SAH) representa el principal sustrato en las
reacciones de transferencia de grupos metil. La hidrdlisis de la SAH produce adenosina y
Hcy. Por consiguiente, el incremento de Hcy interfiere con la metilacion del DNA (acido
desoxirribonucleico) y la expresibn génica, causando pérdida de metilacion
(hipometilacion) del DNA y alteracion de la relacion SAM/SAH'®. Adicionalmente, la Hey es
perjudicial para el organismo, ya que favorece la homocisteinilizacion de las proteinas'”’
(Hey-p). La Hcy-p representa el proceso mediante el cual la Hcy se une a las proteinas,
pudiendo ocurrir este fendmeno de diferentes modos: 1. A través de la oxidacion de los
grupos sulfhidrilo (SH o grupo tiol/thiol) a nivel de los residuos de cisteina (Cys). Esta
reaccion esta mediada por la Hcy en su forma libre; proceso denominado S-
homocisteinilizacion de las proteinas (S-Hcy-p)'®. 2. Mediante acilacién de los residuos de
lisina (Lys) del grupo amino (NH,) de las proteinas; fendbmeno conocido como N-
homocisteinilizacion (N-Hcy-p), mediado por la Hey-T'°.
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La paraoxonasa 1 (PON1) se sintetiza en el higado y se encuentra estrechamente
vinculada a la actividad de las lipoproteinas de alta densidad (HDL). Los polimorfismos del
gen PON1 infieren propiedades funcionales a la enzima PON1, afectando tanto su
actividad tiolactonasa®, como su concentracion?'.

El incremento de la dimetilarginina asimétrica (ADMA) al inhibir la eNOS y la NG-
metil-L-arginina (L-NMA) altera la sintesis de NO?%. La ADMA se produce como
consecuencia de la protedlisis. Los residuos de arginina (Arg) dimetilados se forman
postraslacionalmente mediante la transferencia de los grupos metil de la SAM,
relacionando de esta manera la producciéon de ADMA con la formacién de Hcy®. Se ha
descrito relacion entre el incremento de ADMA vy disfuncién endotelial.

Los seres humanos poseen dos genes que regulan la actividad de las DDAH
(dimetilarginina dimetilaminohidrolasas): DDAH1 y DDAH2. El gen DDAH2 se expresa
predominantemente en los tejidos mejor vascularizados®*. Se han reportado efectos dosis
dependientes de la concentracion de Hcy en las células endoteliales en relacién con: 1.
Incremento de ADMA. 2. Disminucién de la actividad de las DDAH. 3. Menor
biodisponibilidad de NO*'>2°.

Evaluamos la contribucién de los polimorfismos mas relevantes de los genes que
codifican las enzimas primordiales en el metabolismo de la Hcy, asi como la concentraciéon
de Hcy-p en fragmentos de AMI. Algunos hallazgos in vitro relacionan la Hcy, el grado de
metilacion del promotor del gen DDAH2, la enzima DDAH2 y la expresioén del gen eNOS?.
En consecuencia, analizamos la tHcy, la concentracion de Hcy-p y su relacion con los
diferentes genotipos, correlacionandolos a su vez, con el grado de metilacién del promotor

del gen DDAH2.
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MARCO CONCEPTUAL
“Logic is not Truth”. “One cannot rely on logic; one must perform experiments to discover the truth”.
Seymour Glagov (1925-2008).
1. Escenario actual de la aterosclerosis
Han trascurrido ya seis décadas desde que se inicid el Framingham Heart Study
(FHS)®. No obstante, las ECV continGan liderando la mortalidad en ambos géneros,
siendo la EC y el accidente cerebrovascular (ACV), la primera y segunda causa de muerte,

27,28
(

respectivamente Figura 1).

Figura 1. Escenario aterosclerético. Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son la causa numero uno de
la mortalidad global del planeta. Mueren mas personas anualmente en el mundo por ECV que por cualquier
otra causa®. Imagen de conjunto (margen superior) tomada de: Closing the gap in a generation: health equity
through action on the social determinants of health. Final Report of the Commission on Social Determinants of
Health. Geneva, World Health Organization (WHO). CSDH 2008.
http://whglibdoc.who.int/publications/2008/9789241563703_eng.pdf.

1.1 Panorama mundial de las enfermedades cardiovasculares

Las enfermedades del sistema circulatorio constituyen un problema de salud de
primer orden, ya que a su radical importancia en los paises desarrollados, se adiciona su
creciente relevancia en los paises en vias de desarrollo. Gran nimero de individuos con
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alto riesgo de presentar eventos cardiovasculares residen en paises de nivel econémico
medio o bajo, en los que ~80% de los fallecimientos se generan como consecuencia de las
ECV?. Las practicas insalubres propias de los paises industrializados se vienen
arraigando de forma creciente en los paises en vias de desarrollo.

Cinco de las diez principales amenazas mundiales para la salud estan relacionadas
con las ECV#* (Figura 2). Aproximadamente 9.4 millones de muertes cada afio (16.5% de
los fallecimientos) son atribuibles a la hipertension arterial (HTA), 51% de las cuales son
consecuencia del ACV y el 45% de la EC*. Pese a ello, los FR clasicos implicados en la

génesis de las ECV, no predicen con acierto los eventos cardiovasculares®'.

Figura 2. Morbilidad y mortalidad atribuible a las enfermedades cardiovasculares. ECV (enfermedades
cardiovasculares); HTA (hipertension arterial); DLP (dislipemia). Adaptada de: Plos Medicine. PLoS Med.
2005;2(5):e148%.

Se estima que menos de la mitad de las personas que presentan algun FR para el
desarrollo de las enfermedades cardiovasculares (FRECV) conoce su diagndstico, que
menos de la mitad de estos individuos recibe tratamiento especifico y que a su vez, menos
de la mitad de los pacientes logran los objetivos terapéuticos recomendados en las guias

de la practica clinica®.
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El coste social, econédmico y humano de las ECV continda ascendiendo de forma
exponencial. Segun los estimativos, 17.3 millones de personas fallecieron como
consecuencia de las ECV en 2008, representando el 30% de todas las muertes. De estos
decesos, 7.3 millones fueron debidos a EC y 6.2 millones al ACV. De acuerdo con las
previsiones, el numero de personas que fallece por ECV (principalmente por EC y ACV) se
incrementara hasta alcanzar los 23.3 millones de muertes en 2030*. Se prevé que las ECV
seran en el ano 2020 la causa mas importante de muerte y de afios de vida ajustados a la
discapacidad?’, al mismo tiempo que continuaran liderando la mortalidad global del
planeta**’. En el afio 2008, la WHO (World Health Organization), enfatizé que de no
adoptar medidas oportunas, a partir del afio 2015 cerca de 28 millones de personas
moririan cada afio en el mundo como consecuencia de las ECV*.

Se afirmé en la Declaracién de Victoria®: “Muchas enfermedades cardiovasculares
pueden prevenirse. Poseemos los conocimientos cientificos necesarios para crear un
mundo practicamente libre de enfermedad coronaria y de accidentes cerebrovasculares”.
Los principios enunciados en la “Declaracién de Luxemburgo”, en el EHHC® (European
Heart Health Charter) y en la AHA®*® (American Heart Association) encaminados hacia la
modificacion del estilo de vida para alcanzar la salud cardiovascular han sido
contundentes. Es asombroso que con el conocimiento adquirido, persista tan inadmisible
prevalencia de habitos malsanos, HTA, obesidad y dislipemia (DLP), insuficiente e
inadecuadamente controlada en todo el mundo*®.

1.2 Las enfermedades cardiovasculares en los EE. UU. de América

El reporte estadistico del afio 2013 de la AHA®, reveld6 que aunque la tasa de
mortalidad por ECV decliné entre 1999 y 2009, las ECV contindan siendo la mayor causa
de mortalidad (en ambos géneros), siendo responsables de una de cada tres muertes en
los EE.UU. de América. Segun este reporte, en 2009 mas de 2150 americanos fallecieron

diariamente como consecuencia de las ECV (en promedio una muerte cada 40 segundos).
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La EC caus6 una de cada 6 muertes. Cada 34 segundos un americano presenté un evento
coronario, y cada minuto un americano murié como consecuencia de dicho episodio.
1.3 Las enfermedades cardiovasculares en Europa

Las ECV siguen liderando la mortalidad en Europa y en la Unién Europea (UE) en
ambos géneros, ocasionando mas de 4 millones de muertes cada afno en Europa (1.9
millones en la UE), coexistiendo asimismo amplia diferencia en las tasas de mortalidad
entre los diferentes paises del continente europeo. Las ECV causan el 47% de todas las
muertes en Europa (40% en la UE). La EC y el ACV constituyen la primera y segunda
causa de mortalidad respectivamente, tanto en Europa como en la UE%,

1.4 Las enfermedades cardiovasculares en Espafa y Canarias

En el contexto mundial, Espafia no esta al margen de la alarmante situacion de salud
que entrafian las ECV. Con todo ello, Espafia presenta entre la mitad y la cuarta parte de
la incidencia de ECV que en los paises del Norte, Este y Oeste de Europa, EE.UU y otras
naciones anglosajonas, aunque la prevalencia de FRECV en la poblaciéon espafiola es
semejante a la de estos paises (paradoja del sur de Europa)®*°. No obstante, se prevé
que Espafia tendra proporcionalmente la poblacion de mayor edad del mundo en pocas
décadas (Figura 3), con lo que se espera que incremente la morbimortalidad por
enfermedades croénicas, entre las que se cuentan las ECV, verbigracia la EC*.

En Espana desde el afo 1996, la EC ha ocasionado el mayor numero de muertes por
ECV, con predominio de los hombres. Esta hegemonia de la EC sobre el ACV se ha
atribuido al descenso relativo de la mortalidad cerebrovascular respecto a la mortalidad
coronaria, invirtiéndose asi el llamado “patron mediterraneo de mortalidad cardiovascular”,
en el que predominaba el AVC. En las mujeres por el contrario, contintia prevaleciendo el
ACV sobre la EC*. En la Comunidad Auténoma de Canarias, las ECV siguen cobrando el
mayor numero de victimas mortales, duplicando las tasas de mortalidad por ECV de otras

regiones del territorio esparnol como Gerona.
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Figura 3. Proyecciones de poblacion 2012-2052 para Espana. La simulacién de la proyeccion a largo plazo
de la poblacién espafiola elaborada por el Instituto Nacional de Estadistica (INE)“), muestra el proceso de
envejecimiento al que se enfrenta nuestra estructura demografica, el cual se ve acelerado por el descenso de
la natalidad y los saldos migratorios negativos. Los mayores crecimientos de poblacion se concentrarian en las
edades avanzadas. Concretamente, el grupo de edad de mayores de 64 afios pasaria a constituir el 37% de la
poblacion total de Espana en 2052. Una estructura demografica cada vez mas envejecida produciria un
continuo crecimiento del nimero anual de defunciones. Asi, en los proximos 40 afios moririan en Espafa unos
17,9 millones de personas, un 34% mas que en los ultimos 40 afos. Las previsiones ofrecen una perspectiva
de crecimiento natural negativo desde 2018. Si se mantuvieran las actuales tendencias?, la estructura de la
poblacion de Espafia nos llevaria a la pérdida progresiva de habitantes en las proximas décadas. Graficas
adaptadas de: INEbase-www.ine.es. Nota de Prensa INE de 19 de noviembre de 2012 (actualizada el 04/12/
2012). www.ine.es/prensa/prensa.htm. La proyeccion de la poblacién de Espafia a largo plazo puede
consultarse en: http://www.ine.es. “Metodologia general deI calculo basada en el método clasico de componentes
aplicado de acuerdo a un modelo de proyeccion multlrreglonal I as proyecciones de poblacion elaboradas por el INE
constituyen una simulacion estadistica del tamafio y estructura demografica de la poblacién que residiria en Espafia en los
proximos afos, en caso de mantenerse las tendencias demograficas actuales. Estos datos reflejan el efecto que sobre la
poblacién futura tendria nuestra presente estructura poblacional y los comportamientos demograficos observados a la fecha.

Las enfermedades del sistema circulatorio contindan siendo en Espafa la principal
causa de muerte, si bien han mantenido una tendencia discretamente descendente en los
dos ultimos afios (-0,7%)*'. Adicionalmente, algunos FRECV como el sobrepeso, la DLP,
la diabetes mellitus (DM) y el tabaquismo, siguen entorpeciendo el descenso de la

mortalidad por EC en Espafia*?

2. Enfoque actual de la aterosclerosis

Donald D Heistad al iniciar su ponencia: Oxidative Stress and Vascular Disease durante la 2005 Duff Memorial
Lecture*®, describio los cambios estructurales y funcronales de la ATS caracterizados por depésito de lipidos,
fibrosis y calcmcacron de las lesiones aterosclercticas™, afirmando: “Based on the histological appearance of
arteries, logic would dictate that these vascular changes are irreversible. But Mark Armstrong my mentor in
studies of atherosclerosis, with Emory Warner and William Connor, provided landmark morphometric ewdence
in primates that atherosclerosis can regress . Desde entonces, el estudio clasico de Armstrong y cols.**, ha
inspirado ? multitud de generaciones de |nvest|gadores a profundizar en el conocimiento de la ATS en los
humanos®
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Debido a que durante décadas se atribuyo al incremento del colesterol plasmatico, en
particular al colesterol trasportado en las lipoproteinas de baja densidad (LDL) como el
principal FR en la ATS*, la nocién del proceso aterogénico se consolidé a través de los
afos, como el depdsito pasivo de lipidos en el interior de la pared arterial. Sin embargo, la
enfermedad aterosclerdtica es mas que esto. El concepto actual involucra a la ATS como
una enfermedad sistémica cronica que acontece como respuesta a la disfuncion del
endotelio vascular y estd caracterizada por presentar un prototipo inflamatorio vy
fibroproliferativo, el cual presupone un proceso dinamico en el que estan implicados la
formacion de la placa ateromatosa, su ruptura y la trombosis del vaso sanguineo. En la
ATS participan diversos fendmenos como la activacién celular (infiltracion de macréfagos)

y la liberacién de citocinas proinflamatorias** (Figura 4).

Figura 4. Aterosclerosis coronaria. La aterosclerosis (ATS) es una enfermedad progresiva de las arterias
que ocasiona reduccion del flujo sanguineo tisular. La restriccion del flujo sanguineo al musculo cardiaco es
responsable del sindrome coronario agudo. Con frecuencia la ATS debuta por sus complicaciones. CD (arteria
coronaria derecha); ADA (arteria descendente anterior). Imagen adaptada de:
http://www.nIm.nih.gov/medlineplus/ A.D.A.M. Quality.

La ATS es un proceso complejo (poligénico y multifactorial) parcialmente hereditario,
en el que la manifestacion individual de la enfermedad depende de la interaccién entre los
genes y su entorno. Este proceso altera el endotelio vascular y origina un fenotipo

especifico, el cual representa el punto de partida de las ECV ateroscleréticas. Los rasgos
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complejos se heredan de forma no convencional, entendiendo por ello, un fendmeno que
no se rige ad integrum por las leyes de la herencia mendeliana**®. Entendemos por
enfermedades complejas, aquellas nosologias que no son el resultado obvio de las
mutaciones o de la influencia ambiental Gnica®®. Desconocemos en su totalidad los genes
involucrados en dicho proceso’®. Gran numero de factores del crecimiento, citocinas y
moléculas vasoactivas participan en la ATS*. Nuestra habilidad para controlar la expresion
de los genes que codifican estas moléculas y los blancos especificos de algunos tipos
celulares permitiran mejorar la comprension del proceso aterosclerdtico.

La ATS y la aterotrombosis (ATB) son patologias estrechamente relacionadas,
coexistiendo ambas enfermedades en mas de un lecho vascular de un mismo paciente®

(Figura 5).

Figura 5. Manifestaciones de la aterotrombosis. La aterotrombosis habitualmente coexiste en varios
territorios arteriales. EVC (enfermedad vascular cerebral/enfermedad cerebrovascular); EC (enfermedad
coronaria); EAP (enfermedad arterial periférica/enfermedad vascular periférica). Izquierda. Imagen tomada de
http:  //www.texasheartinstitute.org/HIC/Anatomy/. Derecha. Adaptada de: Coccheri S. Eur Heart J.
1998;19(Suppl):1268°°.

El incremento de la actividad procoagulante y/o la disminucion de la capacidad
fibrinolitica, contribuyen a la progresion de la placa ateromatosa, favoreciendo la
trombogénesis y la oclusion de las arterias coronarias®’.

El avance en el conocimiento de la ATB no ha conseguido disminuir la prevalencia de

las ECV en la poblacién general. Las estatinas se han perfilado como terapia eficaz en la
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prevencion primaria y secundaria de las ECV®'. Pese al tratamiento con estatinas y a la
reduccion farmacoldgica de las LDL, gran proporcién de individuos continua presentando
eventos cardiovasculares®'2. Cerca de la mitad de los pacientes que mueren por ECV no
presentan alteraciones significativas en el metabolismo lipidico, ni FR independientes que
expliquen la génesis de las ECV y sus temidas complicaciones®*.

En este contexto, el concepto de que la variabilidad genética desempefie un papel
determinante del riesgo coronario resulta bastante atractivo. Es por esta razén que se
estan buscando nexos con las ECV en el ambito de la genética molecular. Las nuevas
técnicas de biologia molecular aplicadas al diagndstico genético, posibilitan el estudio de
los mecanismos que subyacen a la predisposicion individual y familiar a padecer
determinadas enfermedades. Se han descrito numerosos alelos de riesgo en la génesis de
las ECV y la lista de genes candidatos no cesa de ampliarse. No obstante, nuestro
conocimiento presenta importantes limitaciones. En la mayoria de los casos, su relacion
con el riesgo coronario es apenas modesto. A pesar de las limitaciones existentes, esta
tomando forma la hipétesis de que el riesgo de padecer EC es funcion del numero de
polimorfismos desfavorables que porta cada individuo®. Por consiguiente, los
polimorfismos adquieren especial relevancia en el contexto de las interacciones con otros
factores (genéticos y/o ambientales) y con el conjunto de genes del organismo®’.

La ultima década ha estado marcada por creciente interés hacia la caracterizaciéon de
las bases genéticas de la trombosis arterial. Se han identificado numerosas variantes
genéticas relacionadas con la triada patogénica de Virchow (1821-1902) descrita hace
mas de 150 afos. No sin razén se afirma que: “el hombre vive con aterosclerosis, pero
muere de trombosis™?. La genética se ha revelado como una disciplina imprescindible en
el progreso de las ciencias médicas®. El conocimiento etioldgico y fisiopatoldgico de la
enfermedad aterotrombotica se acrecienta dia a dia, si bien, desconocemos los aspectos

fundamentales que nos permiten prevenir su aparicion o curarla®®. La biomedicina ha
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experimentado en las ultimas cinco décadas avances sorprendentes. La investigaciéon no
cesa en la busqueda de nuevos logros en el ambito de la genética y de la biologia
molecular. En el contexto actual, estas disciplinas constituyen una necesidad apremiante
para los profesionales implicados en las ciencias de la salud, ya que este campo de accion
cobra cada vez mas relevancia en la practica clinica diaria.

En la medicina cardiovascular moderna, esta circunstancia ha sido particularmente
trascendente. La incorporacion a las opciones técnicas actuales de los novedosos
conocimientos en biologia molecular, inmunologia, genémica (estudio de la organizacién
molecular del DNA y su cartografia fisica), protedmica (estudio del proteoma o conjunto de
proteinas presentes en las células) y metaboldmica (estudio del estado metabdlico de los
fluidos y tejidos), ha modificado sustancialmente nuestro enfoque biolégico de la ATS y ha
estimulado la investigacibn de nuevos mecanismos, biomarcadores y blancos
terapéuticos®. El conjunto de metabolitos del organismo suministra informacion del
fenotipo, ya que los metabolitos constituyen el producto final de la transcripcién génica y
por ende, reflejan de forma mas exacta la actividad celular o el fenotipo funcional. Luego,
el metaboloma representa el escenario idéneo para el estudio de los procesos celulares en
condiciones tanto fisiolégicas como patolégicas®™.

Hoy en dia no es suficiente con la aportacion de técnicas terapéuticas por muy
sofisticadas que estas sean. Urge una novedosa percepcion de la ATS, de los FR
implicados en su génesis, asi como de aquellas circunstancias que eviten la progresion de
la enfermedad aterosclerdtica y sus infortunadas consecuencias.

El secuenciamiento del genoma humano supuso un gran avance en el conocimiento
del esqueleto molecular del DNA. No obstante, el genoma per se, no explica la
complejidad de las funciones bioldgicas de los diferentes 6rganos y tejidos, ni la diversidad
de las patologias que los afectan. Por lo tanto, se ha inferido la existencia de un nivel

adicional de regulacion y desregulacion del genoma en caso de enfermedad. Uno de estos
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niveles adicionales de complejidad lo explica la epigenética, la disciplina que estudia las
modificaciones quimicas que experimenta el DNA y las proteinas que lo regulan. En
consecuencia, el desentrafamiento de la funcién de los genes (epigenoma), marca la
senda del interés primordial de la investigacion contemporanea®’°.

Las enfermedades complejas como la ATS y las ECV (EC), representan modelos
ideales para los estudios de gendmica. La aproximacién gendmica permite identificar
infinidad de genes y vias de sefializacion en diferentes fases evolutivas de la enfermedad,
ofreciendo una alternativa mas eficiente en el conocimiento de los procesos implicados en
su origen. Entender las ECV a escala genémica permite estratificar mas adecuadamente
los pacientes, en aras a la obtencion de terapias mas especificas e individualizadas. No
obstante, tan importante como la informacién que aportan estas ciencias, es el hecho que
resulte imprescindible desarrollar instrumentos destinados a analizar y a evaluar con
eficiencia tan amplia informacién. En este ambito, la bioinformatica de alto rendimiento y la
biologia computacional se cristalizan como herramientas en el alcance de estos
objetivos®’. Con todo ello, la biologia del sistema cardiovascular se halla ain en sus
inicios®%°°,

2.1 La aterosclerosis como prototipo de enfermedad inflamatoria

La presuncion de que la ATS morfoléogicamente constituia una enfermedad
inflamatoria se derivd de los estudios en modelos experimentales. Friedman y cols.?®,
reportaron por primera vez el nexo existente entre inflamacion y cardiopatia isquémica en
1974. Al margen de algunas consideraciones metodolégicas, el mensaje transmitido por
estos autores, es que la inflamacion en la fisiopatologia del IAM permanece vigente.
Posteriormente, Bevilacqua67, demostré que las citocinas favorecian la adhesividad de los
leucocitos al endotelio vascular. Este hallazgo marcé un hito en la comprensiéon de la

inflamacién en la enfermedad aterosclerética. Estudios ulteriores sugirieron que el

endotelio vascular era el 6érgano diana donde se generaba la respuesta inflamatoria. En los
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ultimos afios, gran numero de trabajos cientificos han destacado la trascendencia de las
células del sistema inmunitario y de las citocinas en la aterogénesis*.

La lesiéon ateromatosa mas temprana, la denominada estria grasa, constituye una
lesibn  manifiestamente inflamatoria compuesta esencialmente por monocitos
(macroéfagos), linfocitos T, lipidos y detritos celulares. La estria grasa constituye el centro
de la lesion ateromatosa, el cual se necrosa como consecuencia de la apoptosis (muerte

celular programada), de la actividad proteolitica y del acumulo de lipidos** (Figura 6).

Figura 6. Formacion de la estria grasa. La estria grasa esta compuesta por monocitos, macréfagos (células
espumosas) y linfocitos, a los cuales se unen posteriormente las células musculares lisas de los vasos
sanguineos (VSMC). Los pasos involucrados en este proceso incluyen: 1. Migracion de las VSMC. 2.
Acti)(fcién de las células T. 3. Agregacion plaquetaria. Modificada de: Ross R. N Engl J Med. 1999;340(2):115-
126™.

La inflamacién ha despertado enorme y creciente interés en el desarrollo y
progresion de las ECV. Los marcadores séricos de la respuesta inflamatoria se han
convertido en indicadores de gran importancia. A su vez, los posibles efectos pleiotrépicos
de ciertos farmacos con inesperados efectos antiinflamatorios y por tanto antiaterogénicos
como las estatinas, han abierto nuevas vias de investigacion en este campo15. Existe
progresiva evidencia cientifica que sefiala que los mecanismos implicados en la

transformacién de la placa de ateroma no complicada, en la lesion ulcerada y hemorragica
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responsable del sindrome coronario agudo (SCA), es consecuencia de la respuesta

inflamatoria* (Figura 7).

Figura 7. Identificacion de macréfagos mediante tincion inmunolégica en muestras de aterectomia
coronaria. Tincion con anticuerpos monoclonales anti-macréfagos humanos (inmunoperoxidasa) utilizada en
el estudio de Moreno y cols., para cuantificar el area ocupada por los macréfagos en placas ateromatosas
de pacientes con enfermedad coronaria (EC) sintomatica, intervenidos mediante aterectomia coronaria
direccional (DCA). Microfotografia adaptada de: “Moreno PR, Murcia AM, Palacios IF, Leon MN, Bernardi VH,
Fuster V, Fallon JT. Coronary Composition and Macrophage Infiltration in Atherectomy Specimens From
Patients With Diabetes Mellitus. Circulation. 2000;102:2180-2184.

Las diferencias en los determinantes genéticos de la respuesta inflamatoria explican
el porqué algunas personas (aunque no todas) desarrollan ciertas enfermedades y el
motivo por el cual algunos individuos presentan mayor respuesta inflamatoria. La gravedad
y la persistencia de la inflamacion estan determinadas genéticamente a través de
diferentes vias: 1. Expresion de los genes involucrados en la respuesta inflamatoria como
las citocinas y las moléculas de adhesion celular (CAMs). 2. La capacidad de respuesta de

los monocitos y de los linfocitos. 3. El estimulo inflamatorio inducido por las LDL oxidadas
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(LDLox), las especies reactivas del oxigeno (ROS), las endotoxinas y los lipopolisacaridos
(LPS)43,68_
2.1.1 Placa aterosclerética vulnerable e inflamaciéon

Hoy se acepta que la inflamacién de la pared arterial participa en las diferentes fases
de la lesion aterosclerodtica. Pese a ello, se desconocen los mecanismos que subyacen a
la inestabilidad de la placa y su ruptura, siendo la caracterizacion de la placa vulnerable in
Vivo en la practica diaria, uno de los grandes retos de la medicina cardiovascular actual. El
concepto de placa vulnerable ha evolucionado desde los reportes iniciales que
relacionaron la ruptura de la placa vy la trombosis coronaria como la principal causa de
IAM y muerte subita de origen cardiaco. En la ultima década ha habido sustanciales
progresos en las técnicas de imagen que evalian la morfologia de la pared arterial, la
composicion de la placa y la inflamacion. El entusiasmo en el desarrollo de las nuevas
modalidades de imagen procede de las ciencias basicas. Los estudios morfolégicos de la
placa han encontrado relacion entre la inestabilidad de la placa, la magnitud del nucleo
necrotico, la severidad de la inflamacion y el adelgazamiento de la capa fibrosa. Se ha
subrayado ademas, la relevancia de analizar la estenosis de la arteria conjuntamente con
la morfologia de la placa. De otro lado, existe creciente evidencia que relaciona la
neovascularizacién de los vasa vasorum con el inicio, progresion y complicacién de la

placa aterosclerética (Figura 8).
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Figura 8. Micro-CT de una placa coronaria y los vasa vasorum. Imagen de la arteria coronaria derecha que
muestra la luz del vaso en matiz rojo (1); calcificacién (2); las areas de la placa calcificadas y no calcificadas
(transparentes) se sefialan con flechas. Los vasa vasorum externos exhiben matiz azul claro y los vasa
vasorum internos (originados directamente de la luz del vaso) presentan color rojo. Micro-CT (microcomputed
tomography). Crédito de imagen: Gossl M, Versari D, Hildebrandt HA, Bajanowski T, Sangiorgi G, Erbel R,
Ritman EL, Lerman LO, A Lerman. Segmental heterogeneity of vasa vasorum neovascularization in human
coronary atherosclerosis. JACC. 2010;3(1):32-40. Imagen tomada de: Sun Z. Atherosclerosis and Atheroma
Plague Rupture: Imaging Modalities in the Visualization of Vasa Vasorum and Atherosclerotic Plaques. Hindawi
Publishing Corporation. The Scientific World Journal. Volume 2014, Article ID 312764, 12 pages.
http://dx.doi.org/10.1155/2014/312764.

Las técnicas de imagen actuales empleadas en la practica clinica ofrecen escasa
informacién sobre la biologia de la placa y el riesgo de ruptura de la misma. Hasta ahora,
ninguna técnica aisladamente evalta con precision la ATS humana. Se presume que la
integracion de varios métodos de imagen perfeccione nuestro conocimiento sobre los
mecanismos implicados en la vulnerabilidad de la placa aterosclerética. Las nuevas
técnicas de imagen invasivas y no invasivas, entre las que se cuentan: el Micro-CT
(microcomputed tomography), el CEUS (contrast-enhanced ultrasound), el IVUS
(intravascular ultrasound), el NIRS (Near-Infrared Spectroscopy System), la OCT (optical
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coherence tomography) y la CE-MRI (contrast-enhanced magnetic resonance imaging),
han permitido afinar el estudio de la morfologia de la pared arterial, la composicion de la
placa y la respuesta inflamatoria.

Entre estas modalidades, las técnicas de imagen molecular ofrecen la posibilidad de
valorar los procesos biolégicos, tales como la actividad celular y los biomarcadores

moleculares in vivo y en el tiempo (Figura 9).

Figura 9. Placa coronaria vulnerable. Evaluacion de la actividad inflamatoria de las placas coronarias
(flechas) mediante ®F-FDG (analogo de la glucosa) y otras técnicas de imagen representativas: A, tomografia
con emision de positrones (PET); B, tomografia computarizada (CT); C, PET/CT; D, angiografia coronaria. El
"®F-FDG es captado por las células metabdlicamente activas, especialmente por los macréfagos y las células
espumosas. Crédito de imagen: Wykrzykowska J, Lehman S, Williams G, Parker JA, Palmer MR, Varkey S,
Kolodny G, Laham R. The glucose analogue 18F-FDG is taken up by metabolically active cells, especially by
macrophages and foam cells, and thus reports on inflammatory activity in atherosclerotic lesions. J Nucl Med.
2009;50:563-568. Imagenes tomadas de: Sun Z. Atherosclerosis and Atheroma Plaque Rupture: Imaging
Modalities in the Visualization of Vasa Vasorum and Atherosclerotic Plaques. Hindawi Publishing Corporation.
The Scientific World Journal. Volume 2014, Article ID 312764, 12 pages.

http://dx.doi.org/10.1155/2014/312764.
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Estas técnicas permiten ademas evaluar los resultados del tratamiento sobre la
inflamacién vascular, la estabilidad y/o la regresion de la placa aterosclerética. Pese a los
enunciados anteriores, persisten enigmas aun no resueltos antes de que las técnicas de
imagen emergentes sean incorporadas en la evaluacién de la placa vulnerable en el
ejercicio médico rutinario. Este hecho obedece entre otros factores, a la falta de la relaciéon
causa-efecto reportada en los estudios tanto en animales como en humanos. Se prevé que
el avance en este campo requerira relevantes y selectos modelos de investigacion
cardiovascular traslacional, aunado al desarrollo de ensayos clinicos prospectivos que
demuestren que estas nuevas modalidades favorecen el diagnostico, el seguimiento y el
prondstico de los enfermos en el ambito clinico. En esta direccién, la medicina
cardiovascular debe beneficiarse de los progresos en cancerologia, en donde las técnicas
de imagen de los biomarcadores ya han sido incorporadas en la practica clinica diaria. Aun
asi, existe consenso en que reviste mayor trascendencia prevenir la formacion de la placa
aterosclerética que tratarla.

2.2 Hipotesis oxidativa de la aterosclerosis

En condiciones fisiolégicas la produccion de NO™ predomina sobre la produccién de
anién superoxido manteniendo bajo control el estrés oxidativo. Si la produccion de NO™ es
insuficiente y/o la produccion de ROS es excesiva, se altera este equilibrio. EI aumento de
las ROS y la alteracién de los mecanismos de defensa antioxidantes constituyen el
fundamento de la hipétesis oxidativa de la ATS. El incremento de superoxidos y la
oxidacion de las LDL, representan hallazgos cardinales del fenotipo vascular de la ATS
humana.

2.2.1 Estrés oxidativo y enfermedad cardiovascular

La implicacién de las ROS en las vias de sefalizacion celular y en la fisiopatologia de

las ECV, es uno de los aspectos mas trascendentales en la biologia del sistema

cardiovascular®®. Existe incremento del estrés oxidativo en diferentes enfermedades como
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la EC, la HTA, la insuficiencia cardiaca, el ACV, la DM y el sindrome metabolico®. El
estrés oxidativo desempefia una funcion crucial en la disfuncion del endotelio vascular
inherente a estas enfermedades, ya que los superéxidos inactivan el NO'.

El endotelio disfuncionante aumenta la permeabilidad de las LDL. Las LDL ingresan al
espacio subendotelial, en donde interactian con las proteinas de la matriz extracelular
(MEC), convirtiéndosen en blanco del proceso oxidativo**. Cualquier sistema enzimatico en
el que se generen radicales libres, puede estar involucrado en la oxidacion de las LDL. El
incremento del estrés oxidativo generado por la falta de acoplamiento enzimatico de la
eNOS, el aumento de las ROS vy la fosforilacion de la eNOS, explican parcialmente el
fendmeno de oxidacién de las LDL. El mecanismo de formacion de las LDL minimamente
oxidadas (LDLmox) consta al menos de tres pasos: 1. El sembrado (seeding) de las LDL
con productos del metabolismo del acido araquidonico y los ésteres de colesterol
peroxidados’. 2. El traslado de las LDL al espacio subendotelial, en donde se acumulan
también las ROS. 3. La oxidacion de los fosfolipidos de las LDL, cuando se alcanza cierto
umbral de ROS™'. No obstante, las LDLox no son la Unica explicacion a la disfuncion del
endotelio. El atrapamiento de las LDLox en el interior de la pared arterial y la expresion de
diversos genes proinflamatorios aumentan la respuesta inflamatoria a nivel celular. En
consecuencia, los polimorfismos involucrados en el proceso oxidativo de las LDL
constituyen FR primordiales en la génesis de las ECV**"2,

2.2.2 Superoxidos y funcion endotelial

En las dos ultimas décadas se ha estudiado extensamente la actividad de los
superoxidos en la respuesta vasomotora mediada por el NO". Los superdxidos, ademas de
otras ROS, actuan sobre el musculo liso vascular independientemente del NO™. Los
superéxidos impiden la apertura de los canales de potasio (K') en las VSMC,
predisponiendo a la vasoconstriccion. En los vasos ateroscleréticos existe incremento en

la concentracién de superédxidos. Los superdxidos activan las metaloproteinasas de la
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MEC, encontrandose incremento del estrés oxidativo en las placas ateromatosas de los
pacientes con SCA. Aunque en los vasos ateroscleroticos no se altera la expresion de la
eNOS, al menos hasta que las lesiones ateroscleréticas estan demasiado avanzadas. Por
consiguiente, se ha cuestionado que la disminucion de la biodisponibilidad de NO™ sea el
punto de partida del endotelio disfuncionante en la ATS*’. Se presume que deben concurrir
factores adicionales que expliquen la disfuncion del endotelio vascular. Diferentes estudios
avalan la relevancia de la eNOS en la ATS y en las ECV, encontrando relacion entre
algunas variantes polimérficas del gen de la eNOS 'y el riesgo de padecer EC®.

El descubrimiento de que las VSMC de los vasos ateroscleréticos representaban una
fuente importante de produccion de superdxidos, ha sido un hallazgo tan sorpresivo como
trascendental, ya que en antafio se asumia que las células inflamatorias de la pared de los
vasos ateroscleréticos, eran la fuente primaria de la produccion de superéxidos. En las
VSMC de los vasos ateroscleréticos, la angiotensina Il (ANG Il) activa la fosfato
nicotinamida adenina dinucleétido oxidasa (NADPH oxidasa), generando superoxidos.
Otras enzimas como la xantinooxidasa, la mieloperoxidasa, la lipooxigenasa, la
ciclooxigenasa, el citocromo P450, las oxidasas mitocondriales y la cadena transportadora
de electrones mitocondrial, también estan involucradas en este proceso. Si bien existe
amplia evidencia que relaciona el estrés oxidativo y las ECV ateroscleréticas, las
intervenciones que atenuan el estrés oxidativo, no se traducen en los beneficios
esperados®.

2.2.3 Estrés oxidativo y homocisteina

Uno de los mecanismos que explican los efectos perjudiciales de la Hcy, es su
capacidad para generar ROS e incrementar el estrés oxidativo (Figura 10). Sharma y
cols.”, han sugerido que la oxidacién promovida por la Hcy obedece a la menor capacidad
de las células para eliminar el peréxido de hidrogeno (H,O,) y otros lipidos peroxidados,

como consecuencia de la alteracidon de las enzimas antioxidantes intracelulares.

40



Relevancia de polimorfismos génicos y la S-homocisteina en la epigénesis en arteria mamaria interna y aorta

Figura 10. Homocisteina y estrés oxidativo. La hiperhomocisteinemia incrementa el estrés oxidativo por
diferentes vias. NO" (6xido nitrico); S-nitroso-Hcy (S-nitroso-homocisteina); EC-SOD (superoxido dismutasa
extracelular); H>O; (peroxido de hidrogeno); GPx (glutation peroxidasa); O (oxigeno); VCAM (moléculas de
adhesiéon de las células vasculares); ICAM-1 (molécula de adhesién intercelular 1); MCP-1 (sustancia
quimiotactica plaquetaria 1); PAI-1 (inhibidor del activador del plasminégeno tisular 1); eNO (NO" endotelial);
eNOS (sintasa endotelial del 6xido nitrico); NOS (sintasas del oxido nitrico); PRMT-1 (protein arginine
methyltransferase 1 o metiltransferasa de arginina 1); ADMA (dimetilarginina asimétrica); DDAH1
(dig;etilarginina dimetilaminohidrolasa 1). Grafica adaptada de: Sharma P, et al. Lipids Health Dis. 2006;5(1):1-
19"

3. Biologia celular y molecular de las lesiones ateroscleréticas
3.1 Endotelio y funcién endotelial

El endotelio es la capa de células que reviste la superficie interna de los vasos
sanguineos de los mamiferos. Esta superficie representa en los humanos un area
aproximada de 1.200 metros cuadrados. El endotelio esta constituido por células
endoteliales (CE) poliédricas acopladas entre si mediante un sistema de uniones
intercelulares. Las CE reposan sobre la membrana basal, la cual esta conformada a su vez

por las CE. La membrana basal esta en contacto estrecho con la intima. La intima es una
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estructura de estirpe hematopoyético, cuya poblacion mesenquimal indiferenciada se
encuentra inmersa en la MEC. Las células de la intima, son células pluripotenciales con
capacidad para diferenciarse en: CE, macrofagos, linfocitos, fibroblastos, VSMC,
condrocitos y osteoblastos, entre otra variedad de células. La intima separa el endotelio de
la capa media, teniendo como limite externo la lamina limitante elastica interna (LEI). El
endotelio estd localizado estratégicamente y capta las sefales intravasculares

trasmitiéndolas a la intima y a la media (Figura 11).

Figura 11. Anatomia microscoépica de los vasos sanguineos. Histologicamente los vasos sanguineos estan
formados por tres capas concéntricas o tunicas (intima, media y adventicia). Mediante tincion tricromica, el
colageno adopta el color azul y el musculo liso toma el color rojo. La intima es la capa mas delgada y esta
constituida por el endotelio y una capa fina de tejido conectivo de soporte. La media es la capa situada entre la
intima y la adventicia. La media es la capa muscular y/o elastica, la cual contiene células musculares lisas
(VSMC) vy tejido elastico en proporcién variable. La adventicia es la capa mas externa y esta compuesta por
tejido conectivo fibroadiposo, terminales nerviosas y vasa vasorum. La imagen derecha aunque corresponde a
una preparacion con hematoxilina-eosina, muestra la ubicacion espacial de la lamina limitante elastica interna
(LEI) y de la lamina limitante elastica externa (LEE). TA (tunica adventicia). Imagenes adaptadas de: Blue
histology. School of Anatomy and Human Biology, Western Australia University (WAU).
http://www.lab.anhb.uwa.edu.au/mb140/ e Histology Study Guide Cardiovascular System. SIU, School of
Medicine. Board of Trustees, Southern lllinois University. 2011-2012. http://www.siumed.edul/.

Durante décadas se afirmoé que el endotelio vascular se limitaba a desempefiar una
funcién de barrera entre la sangre y la pared de los vasos sanguineos. Hoy sabemos que
el endotelio es un 6rgano dinamico que posee actividad tanto autocrina como paracrina.
Las CE son células altamente especializadas con capacidad para adaptar su estado
funcional a diversos estimulos: 1. Las CE detectan los cambios fisicos inherentes al estrés

hemodinamico y a la liberacion de diversas moléculas, convirtiéndolos en respuestas
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funcionales adaptativas. 2. El endotelio vascular regula la interaccion entre las diferentes
células que lo componen. 3. El endotelio modula el transito de macromoléculas (como las
lipoproteinas) y el “trafico” de las células inflamatorias al interior de los vasos sanguineos,
ejerciendo una funcién crucial como receptor y mensajero en la trasmisién de diferentes
estimulos. 4. El endotelio controla la actividad contractil, secretora y mitogénica de la
pared vascular, mediante la produccion de sustancias localmente activas. Esta
particularidad le atribuye al endotelio una accion categérica en la homeostasia de los
vVasos sanguineos.

Con todo lo anterior, la funcion mas conocida del endotelio es la conservacion del
tono vascular, el cual garantiza la perfusion tisular mediante la produccién de moléculas
vasodilatadoras (como el NO’ y la prostaciclina) y de sustancias vasoconstrictoras (como
la endotelina y la angiotensina Il). Estas moléculas ejercen una accién antagonica, la cual
depende del tipo de estimulo que recibe el endotelio. El endotelio ademas de su accion
vasodilatadora, ejerce diferentes funciones ateroprotectoras: 1. Actividad antitrombética. 2.
Actividad fibrinolitica. 3. Actividad antiinflamatoria. 4. Actividad antiapoptoética. 5. Actividad
antioxidante, imprescindible en la proteccion de la pared vascular contra el efecto
aterogénico de las LDL y de otros agentes lesivos. Todas estas funciones estan
intimamente relacionadas con la capacidad del endotelio de producir NO°, contrarrestando
los efectos de las ROS liberadas en el metabolismo tisular.

3.2 Disfuncion endotelial y aterosclerosis

Numerosas observaciones fisiopatologicas llevaron a plantear que el proceso
ateroscleroético obedecia a la respuesta a la agresion tisular, por lo que inicialmente se
postulé que la lesion del endotelio representaba el primer estadio en la génesis de la ATS.
Sin embargo, este concepto ha sido modificado constantemente**. La versién mas reciente

de esta hipétesis hace énfasis en la disfuncidon del endotelio y en la alteracion del equilibrio
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oxidativo, mas que en el dafio endotelial per se como desencadenante del proceso

aterogénico™ (Figura 12).

Figura 12. Histopatologia coronaria y aterotrombosis. Izquierda. Corte histolégico de una arteria coronaria
sana. La luz de la arteria es amplia, no existe estrechamiento de su luz por placas de ateroma y la proporcion
de la capa muscular es normal. Centro izquierda. Aterosclerosis (ATS) coronaria oclusiva (estenosis ~60-70%
de la luz del vaso). Placa de ateroma excéntrica. El depdsito lipidico esta separado de la luz de la arteria
coronaria por el casquete de la placa formado por tejido conjuntivo y células musculares lisas. Centro derecha.
Aterotrombosis coronaria severa con evidencia de trombosis previa, organizacion de los trombos,
recanalizacion de los mismos y presencia de tres pequefias luces remanentes, una de las cuales contiene un
trombo reciente. Derecha. Trombosis de una arteria coronaria y oclusién de su escaso lumen residual.
Diferentes estudios han relacionado los factores de riesgo cardiovasculares con la disfuncion del endotelio
vascular, la ATS y sus complicaciones tromboticas. La elevada trombogenicidad sanguinea existente bajo
estas condiciones desencadena el sindrome coronario agudo. Imagenes adaptadas de: Blue histology. School
of Anatomy and Human Biology, Western Australia University (WAU), http://www.lab.anhb.uwa.edu.au/mb140/
e Histology Study Guide Cardiovascular System. Southern lllinois University (SIU) School of Medicine. Board of
Trustees, SIU. 2011-2012. http://www.siumed.edu/.

El descubrimiento de que la disfuncion del endotelio vascular promueve la formacion
de la placa ateromatosa y el desarrollo de eventos coronarios agudos, ha sido una de las
aportaciones mas relevantes en la comprension de la ATS. Entendemos por disfuncién
endotelial el desequilibrio de la biodisponibilidad de diversas sustancias de origen
endotelial que favorecen la inflamacion, el espasmo vascular y el incremento de la
permeabilidad vascular. Condiciones estas que favorecen el origen y la progresion de las
lesiones arteriosclerdticas, la agregacion plaquetaria y la trombosis del vaso
sanguineo’". El endotelio disfuncionante favorece la proliferacién celular a nivel de la
pared vascular, generando disbalance entre los agentes vasoactivos y su funcién

protrombdtica y antitrombdética. Los agentes proinflamatorios estimulan el endotelio
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vascular, aumentando la expresion de diversas CAMs, como la molécula de adhesion de
las células vasculares 1 (VCAM-1), los leucocitos circulantes, la sustancia quimiotactica
plaguetaria 1 (MCP-1), la interleucina 1 (IL-1), el factor de crecimiento derivado de las

plaquetas (PDGF) y el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF)*™ (Figura 13).

Figura 13. Disfunciéon endotelial. Los primeros cambios que preceden la formacion de las lesiones
ateromatosas tienen lugar en el endotelio. Estos cambios incluyen: 1. Incremento de la permeabilidad vascular
a las lipoproteinas y a otros componentes del plasma. 2. Aumento de las moléculas de adhesion leucocitaria.
3. Migracion de los leucocitos hacia el interior de la pared vascular. Modificada de: Ross R. N Engl J Med.
1999:340(2):115-126*.

Cuando se limita la respuesta inflamatoria, aumenta el espesor de la pared arterial
creandose una placa fibrosa. Luego, a través de un mecanismo compensatorio
(remodelacion arterial), la pared de la arteria se dilata progresivamente evitando que se
reduzca la luz del vaso sanguineo. Cuando el estimulo inflamatorio persiste, se desplazan
los monocitos (macréfagos) y los linfocitos, desde el torrente circulatorio hasta el lugar de
la lesion. Estas células liberan enzimas hidroliticas, citocinas, sustancias quimiotacticas y
factores del crecimiento de origen endotelial, produciendo necrosis focal en el area de la
lesion aterosclerdtica. Los ciclos celulares y humorales repetitivos ocasionan afluencia de
células mononucleares, mayor proliferaciéon y migracion de las VSMC, asi como formacién

adicional de tejido fibroso. Como consecuencia, se reestructura la lesion ateromatosa
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generando una estructura central lipidica y de tejido necrético que degenera en la lesion

aterosclerética avanzada (Figura 14).

Figura 14. Lesion aterosclerética avanzada. En la medida en que la estria grasa progresa hacia las lesiones
intermedia y avanzada, se forma una capa fibrosa situada entre esta lesion y la luz de la arteria. Este proceso
constituye una forma de reparacion (respuesta fibrosa) a la agresion vascular. La capa fibrosa esta compuesta
por una mezcla de leucocitos, lipidos y detritos celulares que conforman el centro necrético de la lesion.
Modificada de: Ross R. N Engl J Med. 1999;340(2):115-126*.

La estria grasa (Figura 6) progresa hacia la lesion intermedia y avanzada formando
una estructura fibrosa que recubre la lesion. La arteria afectada por el proceso
aterosclerético se expande como consecuencia de la migracion de los leucocitos
promovida por el dinamismo del proceso inflamatorio. No obstante, la pared de la arteria
tiene un limite en su capacidad de ensanchamiento. Una vez rebasado ese punto critico,
se disminuye la luz del vaso sanguineo a expensas del desplazamiento de dicha lesion
hacia el lumen de la arteria, alterando la reologia vascular. El colageno producido por las
VSMC en el interior de la placa fibrosa del ateroma conserva la estabilidad y firmeza de la
placa fibrosa durante esta fase. La respuesta inflamatoria generada por el estimulo
inflamatorio altera la regeneracion de las fibras de colageno producido por las VSMC,
destruyendo el colageno existente**. La ruptura de la estructura fibrosa de la placa de
ateroma (especialmente en los lugares en donde existe mayor afluencia de macréfagos y/o

en las regiones de mayor adelgazamiento de la pared vascular) favorece la formacion y la
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liberacion de trombos. Cuando la placa ateromatosa, no se fisura, esta se calcifica

progresivamente reduciendo el diametro del vaso sanguineo, hasta ocluirlo (Figura 15).

Figura 15. Placa fibrosa inestable. La ruptura de la capa fibrosa y/o su ulceracion induce la formacion de
trombos. Esta ruptura sucede con mayor frecuencia en los lugares de mayor adelgazamiento de la capa fibrosa
que recubre la lesion aterosclerética avanzada. Se presume que el adelgazamiento de la capa fibrosa es
consecuencia de la actividad de los macréfagos, los cuales liberan metaloproteinasas y otras enzimas
proteoliticas. Estas enzimas degradan la matriz extracelular, generando hemorragia de los vasa vasorum de la
arteria con la connguiente oclusién del vaso sanguineo. Modificada de: Ross R. N Engl J Med.
1999;340(2):115-126*.

3.3 Citocinas y moléculas de adhesién

Las citocinas son péptidos sefializadores que se producen en respuesta a la agresion
de los tejidos, activando la respuesta inflamatoria. Las citocinas actian a través de sus
receptores de alta afinidad, los cuales se expresan en la superficie de las células. Las
placas de ateroma son estructuras dinamicas y su estabilidad depende en ultima instancia,
del balance entre la actividad de las citocinas proinflamatorias (las cuales favorecen la
progresion y complicacion de la placa ateromatosa) y las citocinas antiinflamatorias (que
limitan la respuesta inflamatoria local). Durante el proceso inflamatorio, los leucocitos
migran a través de la pared de los vasos sanguineos hacia el tejido extravascular, donde
ejercen gran variedad de funciones bioldgicas. Las citocinas y las CAMs (selectinas,
integrinas e inmunoglobulinas), ejercen una funcion especifica en el “tréfico” de los

leucocitos en la respuesta inflamatoria.
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Las selectinas se expresan en la superficie de los leucocitos (L-selectina), de las
plaquetas (P-selectina) y de las células endoteliales (E-selectina). Las citocinas
inflamatorias, principalmente el factor de necrosis tumoral a (TNF-a) y la IL-1, activan las
selectinas, aumentando su expresién en la superficie celular. Este proceso es esencial en
la fase inicial de la respuesta inflamatoria, interviniendo en el reclutamiento e interaccién
de las CE con los leucocitos. La siguiente etapa de la migracién de los leucocitos, esta
mediada predominantemente por las integrinas (LAF-1, CAM-1, VLA-4), el receptor para la
glucoproteina (GPlIb/llla), la VCAM-1, las moléculas de adhesién intercelular 1y 2 (ICAM-
1 e ICAM-2), las citocinas inflamatorias (IL-1, IL-4, IL-8), el TNF-q, el interferon y (INF-y) y
las quimiocinas.

Conjuntamente a la expresién de las CAMs en las CE, en los leucocitos y en las
plaquetas, las inmunoglobulinas VCAM-1 e ICAM-1 se expresan también en las
VSMC™®"". Desde el punto de vista inmunoldgico, la adherencia de los monocitos a la
superficie endotelial de los vasos sanguineos, representa uno de los estadios mas
tempranos en la formacion de la lesion aterosclerética. En la fase inicial de la enfermedad
aterosclerética inducida experimentalmente con dieta aterogénica, los monocitos se
adhieren a la superficie del endotelio vascular en zonas que posteriormente evolucionan
hacia placas ateromatosas. La evolucion de los monocitos (macréfagos), hacia las
caracteristicas células espumosas, sugiere que los macréfagos estan expuestos a una
carga abrumadora de lipidos y detritos celulares que alteraran su funcién ateroprotectora.
Por consiguiente, se presume que la interrupcion del ingreso de los monocitos al interior
de la pared de los vasos sanguineos, evitaria la progresion de las lesiones
aterosclerdticas.

3.4 Monocitos (macrofagos) y aterosclerosis
Los granulocitos excepcionalmente hacen parte del proceso aterogénico. Por el

contrario, los monocitos (derivados de los macrofagos) y algunos subtipos especificos de
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linfocitos T, participan activamente en los diferentes estadios de la enfermedad
aterosclerdtica*’. La respuesta inflamatoria y fibroproliferativa crénica confiere a los
monocitos y a los linfocitos T el protagonismo en la génesis y progresion de las lesiones
ateromatosas. Los linfocitos T producen TNF-a e INF-y, activando los monocitos y el factor
estimulante de la formacion de colonias de los granulocitos-macréfagos (GM-CSF),
incrementando la proliferacién de los macréfagos. La mayor afinidad de los monocitos
hacia el endotelio disfuncionante parece obedecer a la expresion endotelial de las CAMs,
promovidas por diversos agentes proaterogénicos como las citocinas o las LDLox. La
interaccion entre los monocitos y el endotelio vascular se establece a través de las
selectinas. La disfuncion del endotelio aumenta la expresiéon de VCAM-1 e ICAM-1,
favoreciendo el contacto entre los monocitos y la pared de los vasos sanguineos mediante
ciertos receptores concretos. Posteriormente los monocitos cruzan el endotelio vascular a
través de los espacios intercelulares con la participacion de otras proteinas especializadas,
como la molécula de adhesion plaquetaria 1 (PECAM-1).

Una vez en la intima, los monocitos se transforman en macréfagos, incrementando la
expresion de los receptores scavenger (basurero), permitiendo fagocitar los lipidos
modificados durante el proceso oxidativo. Los receptores scavenger son proteinas que
forman parte de la estructura de la membrana celular y captan gran variedad de
moléculas, incluyendo las LDL modificadas (LDLm) y las LDLox. Los ésteres de colesterol
se acumulan en el citoplasma de estas células y los macréfagos se convierten en células
espumosas, las cuales son en realidad macréfagos con elevado contenido lipidico. Las
LDLm, los linfocitos T, las CE y las VSMC, promueven la transformacion de los monocitos
a macrofagos en la capa intima de la pared arterial. Los macréfagos a su vez actuan
como células presentadoras de antigenos. Por consiguiente, los macréfagos representan
los principales mediadores de la respuesta inflamatoria en el microentorno de la lesion

aterosclerdtica. La activacion de los monocitos, aumenta la produccién de anion
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superoxido a través del complejo enzimatico de la NADPH oxidasa. El anién superdxido
altera las CE y la expresion génica. Adicionalmente, el anién superdxido generado por los
monocitos, contribuye al incremento del estrés oxidativo, ya que participa en el proceso de
oxidacion de las LDL, alterando funciones celulares basicas como la adhesividad y la
proliferacion celular’®.
3.5 Transmigracién endotelial, monocitos y el factor de transcripcion NF-kB

La activacién del factor de transcripcion nuclear kappa B (NF-kB) es decisivo en el
proceso inflamatorio vinculado a la ATS. La transmigracién endotelial de los monocitos
(macrofagos) al interior de la pared de los vasos sanguineos, aumenta la presencia de
estas células en la intima. En la intima, los monocitos se exponen a diversos factores
como las LDLox, lo que determinara su funcion y diferenciaciéon como macroéfagos,
activando la cascada inflamatoria. Las LDLox ademas de promover la diferenciacién de los
monocitos en macréfagos, activan diversas sustancias en los macrofagos como el NF-
kB’®. Adicionalmente al estrés oxidativo, otros factores proinflamatorios como las citocinas,
los factores de crecimiento y diversos agentes microbianos, activan el NF-kB. A mas de de
los macrofagos y de las CE, se ha identificado actividad del NF-kB en las VSMC de los
vasos ateroscleroéticos, en las que su presencia esta en relacion con la severidad de la EC.
Entre los numerosos agentes regulados por el NF-kB se cuentan también varias citocinas
como el TNF-qa, la IL-1, la IL-6, la IL-8, el GM-CSF, la MCP-1, el factor tisular y diferentes
CAMs, como la VCAM-1 y la selectina E®°.
3.6 Células espumosas, captaciéon de las LDLm y el proceso aterogénico

La interaccion entre las LDL y los proteoglicanos en la intima de la pared arterial
favorece la modificacion y agregacion de las LDL. Las LDLm (oxidadas, acetiladas,
glucosiladas e incorporadas a otras moléculas o complejos autoinmunes), aumentan la
captacién de los monocitos en la lesidn aterosclerética, favoreciendo la respuesta

inflamatoria. La captacion de las LDLm por parte de los macrofagos, representa uno de los
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procesos cardinales en el desarrollo de las lesiones ateroscleréticas. Los macréfagos,
poseen receptores para las LDL nativas (LDLR) y captan gran cantidad de particulas de
LDL, transformandosen posteriormente en las mencionadas células espumosas.

Cuando las LDL quedan atrapadas en el espesor de la pared arterial presentan un

proceso de oxidacién progresivo’®’

. Durante la oxidacion de las LDL, los acidos grasos
sufren un proceso de peroxidacion, generando aldehidos de cadena corta y cetonas, las
cuales se unen mediante enlaces covalentes a las apo-B de las LDL. De esta forma, se
facilita su integracion al receptor scavenger y la fagocitosis por parte de los macréfagos.
Una vez que las LDLm se adhieren al receptor scavenger, inician una serie de cometidos
en el interior de las células del vaso sanguineo. Estas actividades incluyen la liberacién de
citocinas inflamatorias (perpetuando la respuesta inflamatoria) y la oxidacién de las LDL,
generando mayor actividad inflamatoria en la pared de la arteria. La permanencia de las
LDLox en la MEC a nivel de la capa intima de la arteria, magnifica el proceso inflamatorio.
Las VSMC también captan LDLm a través de los LDLR, aumentando la expresién de los
receptores scavenger en la membrana celular. Debido a que la concentracion intracelular
de colesterol no regula los mecanismos de captacion de las LDL mediados por los
receptores scavenger, se acumula gran cantidad de lipidos peroxidados y ésteres de
colesterol en el interior de los macréfagos y de las VSMC, generando estas reconocidas
células espumosas.

Se han reportado algunos estudios sobre la expresion de los receptores scavenger en
las células espumosas de las placas ateromatosas. No obstante, se desconoce su funcién
especifica en la aterogénesis. Se cree que los LDLR constituyen un marcador de la
formacion de las células espumosas. Los LDLR se expresan en las VSMC, aunque la
concentracion intracelular de colesterol no regula su expresion. En las VSMC este
mecanismo presenta gran avidez, aunque baja especificidad hacia la captacion de las

LDLm. Debido a que los LDLR se expresan en las lesiones ateroscleréticas, se presume
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que la captacién de las LDLm, por mediacion de los LDLR, favorecen el almacenamiento
de lipidos en las VSMC?'.
3.7 Las células musculares lisas y la matriz extracelular de los vasos sanguineos

Las VSMC representan el mayor componente celular en la fase inicial de las lesiones
ateroscleréticas, alcanzando el 90% del contenido celular de estas lesiones. Por el
contrario, en la ATS avanzada esta proporcion es inferior al 1%, predominando la MEC
sobre la masa de las VSMC. Las células presentes en las placas ateromatosas producen
diversas moléculas que estimulan las VSMC, modificando su fenotipo. Las VSMC que
presentan fenotipo contractil no proliferativo evolucionan hacia células que proliferan
activamente. Estas células migran merced al estimulo de agentes quimiotacticos,
generando diversas proteinas en la MEC (colageno, elastina y proteoglicanos). La
transformacién de las VSMC favorece la expresion de ciertos genes que regulan algunos
factores como el PDGF y el IGF-1 (factor de crecimiento tipo insulina 1). Estas sustancias
estimulan la produccién de citocinas como la IL-1 y el factor de crecimiento transformante
B (TGF-B), permitiendo a las VSMC modular su propia actividad y la de otras células
implicadas en el proceso aterogénico. Cuando las VSMC alcanzan el umbral critico de
proliferacion migran hacia la intima, en donde proliferan mas activamente. Estas VSMC
que proliferan avidamente poseen gran capacidad para sintetizar proteoglicanos, los
cuales interaccionan con las LDL, favoreciendo su agregacion y captacién por las mismas
VSMC y los macroéfagos.

En las placas ateromatosas susceptibles a la ruptura existen pocas VSMC pero
abundan los macréfagos vy los linfocitos T. Los linfocitos T producen factores como el TNF-
a y la IL-1B que activan las metaloproteinasas que degradan la MEC (tanto el colageno
como los proteoglicanos). Las metaloproteinasas son una familia de proteinas vitales para
la conservacion de la compleja MEC. Estas proteinas actian como mensajeros en varias

44,82

vias de sefalizacion molecular La complejidad de la MEC se explica mediante
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acoplamiento (empalme) alternativo (alternative RNA splicing). El splicing alternativo
permite que a partir de una secuencia genémica Unica (gen), se codifique la sintesis de
diferentes proteinas. Este hecho deja sin fundamento, la antigua teoria: “un gen una
proteina”, afadiendo complejidad a los mecanismos de regulacion de la expresion génica.
Se han identificado muiltiples genes que controlan su funcionamiento®*#.

Diversos factores mitogénicos endoteliales producidos por los macréfagos, como el
factor de crecimiento de los fibroblastos 3 (FGF-B), el PDGF, el VEGF y la trombina,
regulan la migracién de las VSMC e incrementan la expresiéon de proteasas (plasmina y
metaloproteinasas) que degradan la MEC. En las lesiones aterosclerdticas, el aumento de
la actividad de estas enzimas, favorece la migracion de las VSMC. De otra parte, el
balance local entre el activador del plasminégeno tisular (t-PA) y su inhibidor (PAI-1),
repercute en el desplazamiento de las VSMC, en la sintesis y degradacién de la MEC vy
por ende, en la evolucién de las lesiones ateroscleroticas. EI PDGF es primordial para la
proliferacién de las VSMC en la intima de los vasos sanguineos. La lesién del endotelio
vascular estimula la interaccion entre las plaquetas y la pared de los vasos sanguineos,
ademas de aumentar la produccién del PDGF y neutralizar la accion fisiologica inhibitoria
que ejerce el NO™ sobre la proliferacion de las VSMC. A mas del PDGF, la trombina, la
angiotensina Il y el TGF-B (producido por los monocitos/macrofagos en las placas de
ateroma), promueven la proliferacién de las VSMC e incrementan el espesor de la

MEC*82,

4. Biologia molecular de las HDL

La principal proteina de las HDL esta representada por la apolipoproteina Al (apoA-I).
Esta proteina se sintetiza en el higado y en el intestino, secretdndose posteriormente al
torrente sanguineo. La apoA-I regula el destino final de las HDL, por lo que en condiciones
fisioldégicas su concentracion plasmatica se correlaciona estrechamente con los niveles de
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HDL. La apolipoproteina All (apoA-Il) es la segunda apolipoproteina mas abundante de las
HDL, si bien poco se sabe acerca de sus funciones. Diversos estudios en modelos
murinos avalan la importancia de la apoA-I en la biologia de las HDL. La deleccién del gen
de la apoA-| disminuye las HDL favoreciendo la aterogénesis. De otro lado, la expresion
hepatica de la apoA-l aumenta las HDL y protege contra la ATS®2.

Las HDL carecen de apolipoproteina B (apoB), lo que les permite atravesar
bidireccionalmente el endotelio vascular. Por el contrario, las LDL adolecen de esta
particularidad, permaneciendo atrapadas entre los proteoglicanos del subendotelio®®. La
apoB confiere carga positiva a las LDL, condicionando su permanencia entre las cadenas
de los glucosaminoglicanos (particulas que conforman la matriz de los proteoglicanos), los
cuales poseen carga negativa®®. No obstante, Navab y cols.”®, descubrieron que las LDL
también pueden salir del espacio subendotelial, siempre y cuando las LDL no hubiesen
alcanzado un umbral critico de oxidacion que las obligue a permanecer “atrapadas”
indefinidamente.

El principal factor que determina la concentracion de las HDL, es el aclaramiento de la
apoA-l y no su tasa de sintesis. Los rifiones, el higado y los tejidos que poseen capacidad
para producir esteroides, son los drganos responsables del catabolismo de las HDL. Este
proceso se realiza mediante endocitosis y degradacién lisosomica de la holoparticula de
HDL (incluida la apoA-l). También se lleva a término dicho proceso mediante la “captura”
de colesterol y de los demas lipidos adheridos a las particulas de HDL, conservando la
estructura de la lipoproteina. En este aspecto, el mecanismo mejor caracterizado es la
captacion selectiva del colesterol por medio del receptor scavenger hepatico clase B tipo 1
(SCAR-B1)*.

La renovacion de las HDL (mas que su concentracion), es lo que probablemente
reviste mayor trascendencia en la proteccion vascular. La accion de la proteina de

transferencia de ésteres de colesterol (CETP) en las HDL, facilita la esterificacién por
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mediacion de la LCAT (lecitina colesterol aciltransferasa o transferasa de grupos acilo
desde lecitina a colesterol) y por consiguiente, el eflujo de colesterol. A su vez, la accion
combinada de la CETP y de la lipasa hepatica sobre las HDL maduras (HDL con
abundante contenido de lipidos y escaso contenido protéico) generan fracciones de HDL
con bajo contenido de lipidos que son mejores aceptoras de colesterol’2.

4.1 Transporte inverso del colesterol

Las HDL constituyen un mediador del fenédmeno inflamatorio en el interior del
ateroma, merced a su mecanismo de accién involucrado en el transporte inverso del
colesterol (TRC). EI TRC desempefia una funcién ateroprotectora al extraer las
lipoproteinas aterogeénicas del interior de la pared arterial limitando la perpetuacién del
estimulo inflamatorio. El depésito de lipidos en la pared arterial es un proceso dinamico y
bidireccional, en el que concurren mecanismos especificos involucrados en la extraccion
del colesterol que se acumula en la pared de los vasos sanguineos®?.

Existen varios mecanismos a través de los cuales las HDL ejercen efectos
antiaterogénicos, siendo el mas importante de ellos el TRC. El TRC es un mecanismo
complejo mediante el cual las HDL captan el exceso de colesterol procedente de los
tejidos extrahepaticos que tras ser esterificado por accion de la LCAT, se transporta
selectivamente al higado para su ulterior metabolismo y excrecién por la bilis. Las HDL
cumplen una funcion primordial en el TRC. Existen receptores indispensables en el TRC
localizados en diferentes tejidos. Entre estos, el receptor ABCA-1 (ATP binding cassette
transporter A-1) de los macréfagos y el receptor SCAR-B1 de los hepatocitos, son
imprescindibles. En el higado, el receptor SCAR-B1 media la captacion hepatica selectiva
de las HDL y su excrecion biliar, a diferencia de algunas proteinas de las HDL como la
apoA-l que no las capta. El receptor SCAR-B1 se expresa en el higado y en los
macrofagos, favoreciendo el flujo de colesterol hacia las HDL. La contribucién del

transporte bidireccional de las HDL en el macréfago durante el TRC y el proceso
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aterosclerdtico, solo se conoce parcialmente***?

. La necesidad fisiolégica del TRC
obedece a que el colesterol que captan las células por medio de las lipoproteinas (o el que
sintetizan de novo) es toxico para la propia célula si no se esterifica.

El proceso de captacién de colesterol a través de las HDL de reciente formacién (HDL
con escaso contenido lipidico) se realiza por varios mecanismos, entre los que se incluye:
1. El receptor ABCA-1 (a través de las apoA-1 de reciente formacion). 2. El receptor
SCAR-B1, mediante aceptores que poseen HDL y apolipoproteinas que contienen lipidos.
3. Los receptores ABCG-1/ABCG-4 (highly homologous members of the ATP binding
cassette ABC transporter family) que regulan la homeostasia celular de colesterol. El
receptor ABCG-1 también constituye una ruta alterna al transporte del colesterol libre
desde los macréfagos hacia las HDL que contienen lipidos, pero no hacia las HDL de
reciente formacion.

Las HDL de reciente formacién “sufren” un proceso de remodelado y “maduracion”
intravascular mediante la accién de diversas enzimas como la LCAT, la CETP, la proteina
de transferencia de fosfolipidos y de diferentes lipasas (lipoproteinlipasa, lipasa hepatica y
lipasa endotelial). El ciclo del TRC se completa mediante la captacion de ésteres de
colesterol por el higado a través de los receptores hepaticos de las LDL. La importancia de
la CETP radica en su capacidad para depletar ésteres de colesterol y enriquecer las HDL
en triglicéridos, reduciendo su tamario®2.

La importancia antiaterogénica de las HDL también deriva de su actividad antioxidante
directa e indirecta, ya que las HDL captan ésteres de colesterol peroxidados (CEOOH)
desde las LDL, siendo eliminados posteriormente como hidroxidos de ésteres de colesterol
(CEOH) mediante el TRC. Pese a ello, existe contradiccion en la literatura respecto al

protagonismo del transporte de los CEOOH por parte de las HDL versus las LDL".
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4.2 Funciones de las HDL independientes del transporte inverso del colesterol

Las HDL al mismo tiempo que desempefian su cometido en la regresion de la placa
de ateroma a través del TRC limitan la progresion de la lesidn ateromatosa. Esto obedece
a que las LDL disminuyen selectivamente la produccién de las CAMs, ya que estas
moléculas favorecen la permanencia de las células inflamatorias en la pared de los vasos
sanguineos. Las HDL ejercen otras acciones antiaterogénicas a razon de sus propiedades
antioxidantes: 1. Interfieren con los efectos proinflamatorios de las LDLox, reduciendo de
este modo la expresion de las CAMs promovidas por las citocinas. 2. Impiden la formacién
de las LDLmox™. 3. Inhiben la actividad de las LDLox y evitan que las células de la pared
arterial transfieran radicales libres y ROS a las LDL que permanecen retenidas en la intima
de las arterias. 4. Inactivan los fosfolipidos oxidados proinflamatorios formados a partir de
las LDLox, interrumpiendo la oxidacion de las LDL a diferentes niveles. 5. Disminuyen el
reclutamiento de los monocitos y la expresion de las metaloproteinasas de la MEC en el
interior de la pared arterial®. 6. Inhiben la actividad del TNF-a (un mediador de la
apoptosis celular), en el centro necrético del ateroma inestable. 7. Restablecen la funcion
endotelial, al incrementar la expresién de la eNOS a través de su receptor para las HDL,
aumentando la biodisponibilidad de NO'®". Todas estas acciones reducen el riesgo de
trombosis y la probabilidad de ruptura de la placa ateromatosa®.

El hallazgo y caracterizacién del receptor SCAR-B1 para las HDL y del transportador
del colesterol ABCA-1, ha contribuido a comprender los mecanismos moleculares
implicados en la proteccion contra la ATS. Del mismo modo, diferentes enzimas vinculadas
a la actividad antioxidante de las HDL como las fosfolipasas o las paraoxonasas (PON),
las cuales poseen gran capacidad para hidrolizar lipidos proinflamatorios en la placa

aterosclerética®® %2, han sido imprescindibles en este aspecto.
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4.3 Enzimas antioxidantes vinculadas a las HDL

Las propiedades antioxidantes de las HDL no son exclusivas de las enzimas PON. La
acetilhidrolasa del factor activador de las plaquetas (PAF-AH) es una de las enzimas mas
importantes de las HDL. La PAF-AH inhibe el factor activador de las plaquetas (PAF). La
PAF-AH constituye la uUnica fosfolipasa A2 de las HDL, ya que la PON1 carece de
actividad fosfolipasa sobre el PAF y sobre los fosfolipidos oxidados®. Pese a ello, existen
evidencias que sugieren que la PON1 debe estar presente para justificar las propiedades
antioxidantes y antiaterogénicas de las HDL*. Se sospecha que ambas enzimas ejercen
su accion conjuntamente in vivo, ya que estas enzimas difieren en su afinidad hacia los
fosfolipidos oxidados, en funcién de la longitud de la cadena del acido graso esterificado
en la posicién sn-2"2%.

La presuncion de la existencia de la actividad conjunta PON-HDL surgié al menos en
parte, como una respuesta a la relacién inversa existente entre la concentracién de HDL y
la presencia de EC en diferentes estudios poblacionales®. De esta forma, su actividad
antioxidante justificaria el papel protector incluso en el TRC. La esterificacion del exceso
de colesterol se realizaria en las HDL mediada por la accion de la LCAT, la cual es
particularmente sensible a los CEOOH. La actividad PON1 dirigida a la eliminacion de
fosfolipidos peroxidados y de CEOOH y su posterior eliminaciéon a través del TRC,
contribuirian sinérgicamente a la reduccién del riesgo cardiovascular’?. Se han descrito
mecanismos moleculares adicionales que median la proteccion vascular en la interaccion
HDL-PON">.

A la funcion ateroprotectora vinculada al TRC, a de aunarse el efecto antioxidante de
las diferentes enzimas asociadas a las HDL. La identificacion de multiples sustratos de la
actividad PON amplia el horizonte de la protecciéon vascular mediada por las HDL. Sin

embargo, los mecanismos moleculares involucrados en la interrelacion HDL-PON y de
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cada uno de los componentes de este binomio, continian siendo asignaciones

pendientes’.

5. Oxido nitrico y aterosclerosis

A mediados de la década de los 80, el factor relajante derivado del endotelio (EDRF)
fue identificado como el NO’, implicando su importancia en el sistema cardiovascular y en
todos los sistemas biolégicos®®. La revolucionaria trascendencia de estos hallazgos,
motivo a la revista Science a elegir el NO™ como la molécula del afio en 1992 (Figura 16).
En 1998, se concedié el premio Nobel de Medicina y Fisiologia a los investigadores
estadounidenses: Ferid Murad, Robert Furchgott y Louis Ignarro, por sus trabajos en el

estudio y descubrimiento del NO".

Figura 16. Oxido Nitrico. Imagen de la portada de la revista Science, publicada el 18 de diciembre de 1992.
Koshland Jr DE. The molecule of the year. 1992;258(5090):1861.
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5.1 El 6xido nitrico como mensajero intercelular

El estudio del NO" ha sido el campo de mayor expansion en el conocimiento bioldgico
en las dos ultimas décadas. Su trascendencia radica en ser la primera sustancia quimica
gaseosa que se ha demostrado que producen las células para emitir sefiales intercelulares
(mediador biolégico)®. EI NO° es una sustancia afin en sus acciones a los
nitrovasodilatadores y es esencial para comprender los mecanismos fisiolégicos y
fisiopatolégicos de numerosos 6rganos y sistemas celulares®™. Aunque el NO™ es una
molécula vital para el funcionamiento del organismo, su produccién no siempre es
beneficiosa. El exceso o disminucién de la produccion de NO° puede traer nefastas
consecuencias, como de hecho sucede en ciertos procesos patolégicos®™. Esto obedece a
que el NO' actua directamente sobre la respiracion mitocondrial o a través de sus
metabolitos (como el peroxinitrito), favoreciendo la muerte de las células. Un mecanismo
inespecifico de defensa contra el huésped®.

En 1989, poco tiempo después de que el NO" fue identificado®, Ochoa JB y cols.
(Figura 17), evaluaron la hipotesis que contrastaba el aumento del NO™ y la inestabilidad
hemodinamica de los pacientes con sepsis. Dos afios despueés, estos investigadores
reportaron las primeras observaciones en humanos que relacionaban el exceso en la

produccion del oxido nitrico y la fisiopatologia de la sepsis.
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Figura 17. Oxido nitrico y sepsis. En 1991, Ochoa JB y cols.(1), reportaron las primeras observaciones en
humanos que relacionaron el incremento del oxido nitrico y la inestabilidad hemodinamica de los pacientes
sépticos. Figura adaptada de: Ochoa JB. A Rational Approach Towards Immunonutrition in Surgical and Critical
lliness. University of Kentucky General Surgery Grand Rounds lectures 2011. Nestlé Health Science. Nestlé
Health Care Nutrition, Inc. Copyright 2011. http://surgery.med.uky.edu/surgery/education/grand_rounds/2011.
Mochoa JB, Udekwu AO, Billiar TR, Curran RD, Cerra FB, Simmons RL, Peitzman AB. Nitrogen oxide levels in patients after
trauma and during sepsis. Ann Surg. 1991 Nov;214(5):621-6.

Mas recientemente, el descubrimiento de Ochoa y cols. (Figura 18), de que las células
mieloides (MC) bajo ciertos estimulos expresan argininasa 1 (MDSC/Myeloid Derived
Suppressor Cells), destruyendo la arginina y suprimendo las funciones biolégicas arginino
dependientes (produccion de oxido nitrico, funcion de los linfocitos T, cicatrizacion de las
heridas), ha tenido trascendentales implicaciones clinicas en el entendimiento y abordaje
de la disfuncién inmune en diferentes enfermedades (cancer, infecciones cronicas),

ademas de otros escenarios como la cirugia y el trauma.
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Figura 18. Células mieloides y arginina'’. El incremento del 6xido nitrico (NO') en pacientes sépticos
descrito por Ochoa JB y cols.® (Figura 17) no se encontraba inicialmete en victimas de traumatismo y sepsis
secundaria, en los que el NO’ incluso disminuia, circunstancias estas sin clara explicacion inicial. Margen
superior. La disponibilidad de un modelo murino ideado por Ochoa y cols. permiti6 comprender el metabolismo
de la arginina en las células mieloides (MC) posterior al trauma. CATs (transportadores de aminoacidos
catidnicos). Figura adaptada de: Ochoa JB. A Rational Approach Towards Immunonutrition in Surgical and
Critical lliness. University of Kentucky General Surgery Grand Rounds lectures 2011. Nestlé Health Care
Nutrition, Inc. 2011. http://surgery.med.uky.edu/surgery/education/grand_rounds/2011. Margen inferior.
Izquierda. Las MC que producen argininasa 1 (MDSC/Myeloid Derived Suppressor Cells) muestran
lobulaciones en sus nucleos conformando anillos. Figura adaptada de: Ochoa JB. Improving Outcomes in
Surgery, Trauma and Critical lllness: One Bite at a Time. Nestlé Health Care Nutrition, Inc. 2011.
http://www.scoap.org/downloads/1107_Nutrition_Ochoa.pdf. Derecha y centro. Las MDSC (matiz azul) invaden
el bazo en las primeras 12 horas después del trauma, causando disfuncion de las células T a través de un
mecanismo mediado por la argininasa 1 (deplecién de arginina). En condiciones basales (control) se observan
pocas MDSC. Figuras adaptadas de: Makarenkova VP, Bansal V, Matta BM, Pérez AL, Ochoa JB. CD11b_/Gr-
1_ Myeloid Suppressor Cells Cause T Cell Dysfunction after Traumatic Stress. The Journal of Immunology.
2006;176:2085-2094. “)Nestle Nutr Inst Workshop Ser. 2013;77:29-45. Ochoa J.B. Arginine Deficiency Caused by Myeloid
Cells: Importance, Identification and Treatment. In: Makrides M, Ochoa JB, Szajewska H (eds): The Importance of
Immunonutrition. Nestlé Nutr Inst Workshop Ser. Nestec Ltd. Vevey/S. Karger AG Basel, © 2013. @ochoa JB, Udekwu AO,
Billiar TR, Curran RD, Cerra FB, Simmons RL, Peitzman AB. Nitrogen oxide levels in patients after trauma and during sepsis.
Ann Surg. 1991 Nov;214(5):621-6.

Las MC constituyen una compleja linea celular que incluye los granulocitos y los
macrofagos. El metabolismo de la arginina es minimo en las MC en ausencia de actividad
del sistema inmunolégico. La activacion del sistema inmune durante la enfermedad hace

que se utilice la arginina por dos vias diferentes, con consecuencias biolégicas vy

62



Relevancia de polimorfismos génicos y la S-homocisteina en la epigénesis en arteria mamaria interna y aorta

metabdlicas disimiles: 1. Respuesta inflamatoria clasica de las MC (M1) que estimula la
sintasa inducible del o6xido nitrico (iINOS), produciendo grandes cantidades de NO°
(observada en el curso de las infecciones agudas), esencial en la defensa contra los
microorganismos y las células cancerosas. 2. Respuesta alternativa de activacion de los
macrofagos (M2) que estimula la argininasa 1, desdoblando la arginina en ornitina y urea.
El Sindrome de la Deficiencia de Arginina (Arginine Deficiency Syndrome) postulado por
estos autores (Figura 18), representa la primera descripcién del déficit de un aminoacido
(arginina), como consecuencia de la destruccion de un nutriente por el sistema
inmunolégico.
5.2 Oxido nitrico y funcién endotelial

El NO" representa en esencia una molécula gaseosa generada por distintas células
del endotelio vascular (entre ellas los neutréfilos), siendo el NO™ un vasodilatador
endoégeno vital y una molécula ateroprotectora por excelencia. En condiciones fisiolégicas,
el NO’ endotelial se sintetiza en el endotelio vascular por intermedio de la eNOS (Figura

19).

Figura 19. Oxido nitrico endotelial. El 6xido nitrico (NO®) endotelial se sintetiza en el endotelio vascular por
intermedio de la sintasa endotelial del oxido nitrico (eNOS). La dimetilarginina asimétrica (ADMA) inhibe la
eNOS, disminuyendo la biodisponibilidad de NO" con la consiguiente alteracién del endotelio vascular. O
(oxigeno).

El NO° de origen endotelial posee gran variedad de acciones fisiolégicas

encaminadas a conservar la funcion del endotelio vascular, su integridad y el entorno
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antitrombatico. Por consiguiente, la disminucién de la biodisponibilidad de NO™ constituye
un mecanismo primordial en la génesis de la enfermedad aterosclerética (Tabla 1).

Tabla 1. Efectos biolégicos del éxido nitrico®

Efectos ateroprotectores

Funcion vasodilatadora al difundirse a las células musculares lisas de los vasos sanguineos (VSMC)
Neutraliza la accién de las especies reactivas de oxigeno (ROS) liberadas durante el metabolismo celular
Regula la angiogénesis, la proliferacion y migracion de las VSMC

Regula el tono vascular

Regula la permeabilidad del endotelio vascular

Regula la interaccion entre los leucocitos y el endotelio vascular

Disminuye la oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL)

Incrementa el GMP ciclico (GMP;) en las plaquetas, disminuyendo la adhesividad y la agregabilidad
plaquetaria

Consecuencias derivadas de la disminucién la biodisponibilidad del 6xido nitrico

Alteracién de la homeostasia vascular

Pérdida de la proteccién de la pared vascular

Incremento de la permeabilidad vascular

Favorece el dafio del endotelio vascular

Facilita la migracion de los leucocitos y la respuesta inflamatoria

Aumenta la proliferacién de las VSMC

Incrementa la agregacion plaquetaria

Favorece el espasmo vascular a través de la sintesis de la endotelina-1, los tromboxanos y la serotonina
Favorece diferentes procesos: hipercolesterolemia, DM, HTA, IC, ATS, envejecimiento

Impide la adecuada cicatrizacién de las heridas

GMP. (guanosin monofosfato ciclico); DM (diabetes mellitus); HTA (hipertension arterial); IC (insuficiencia
cardiaca); ATS (aterosclerosis).

5.3 Sintasas del 6xido nitrico

Se conocen al menos 3 isoenzimas de las NOS: la NOS inducible (iNOS o NOS-II), la
NOS neuronal (hNOS o NOS-I) y la eNOS (NOS-IIl). A su vez, las NOS presentan dos
tipos funcionales diferentes. Un primer grupo representado por las NOS de clase
constitutiva (la eNOS y la nNOS). El segundo prototipo denominado NOS inducibles (i),
esta representado por la iNOS®.

Las NOS se expresan en diferentes lineas celulares por mediacion de una familia de
genes localizados en diferentes cromosomas: 1. El gen que expresa la iINOS se localiza en
el cromosoma 17 (17cen-q11.2)'®. 2. El gen que expresa la nNOS se encuentra en el
cromosoma 12 (12924.2). 3. El gen eNOS que codifica la eNOS, se identificé en el

cromosoma 7935-36"°".
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En ausencia de inflamacién, las NOS que se expresan constitutivamente (eNOS y
NNOS) producen la mayor cantidad del NO™ del organismo. Tanto la eNOS, como la
nNOS, son enzimas calcio dependientes y producen NO™ en baja concentracion con fines
fisioldgicos'%'%. Por el contrario, la iNOS produce NO" durante tanto tiempo como la
enzima permanezca activa. La iINOS se expresa a través de las células, una vez que las
citocinas y otros mediadores de la inflamacion inician la respuesta inflamatoria. La iNOS a
diferencia de la nNOS y de la eNOS, no es calcio dependiente. Cuando la iINOS produce
grandes cantidades de NO™ genera toxicidad a las células.

5.4 Gen eNOS, 6xido nitrico y enfermedades cardiovasculares

La funcion que desempena el gen eNOS en las ECV ha sido estudiada tanto en
animales de experimentacién como en humanos. En los seres humanos, la investigacion
del gen eNOs ha sido dirigida basicamente hacia el estudio su expresién y de la respuesta
inducida por el aporte de donantes de NO'. En los trabajos experimentales se han
empleado ratones transgénicos knockout (KO) para el gen eNOS (eNOS-/-) e inhibidores

de las NOS: NG-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) y NG-methyl-L-arginine L-NMA)*.

6. Factores de riesgo cardiovascular

En la actualidad definimos un FR como un elemento, o una caracteristica mesurable
que tiene relacién causal con el aumento de la frecuencia de una enfermedad y que
constituye a su vez un factor predictivo independiente y significativo del riesgo de
presentar la enfermedad de interés®'®. Convencionalmente se han considerado como
principales FRECV: el consumo de tabaco, la HTA, la elevacién de la glicemia, la DLP, la
obesidad y la inactividad fisica'®. Sin embargo, se han propuesto nuevos FRECV, a los
que se ha denominado FR emergentes del riesgo cardiovascular'®'%®. Se presume que
los FR emergentes no alteran la concentracion de las LDL, pero se asocian al desarrollo

de las ECV. Uno de estos FR emergentes lo constituye la Hcy, un aminoacido

65



Marco conceptual

potencialmente téxico'®, al que se le viene atribuyendo especial relevancia en Salud
Publica'. Del mismo modo, se viene subrayando la importancia de otros FRECV, como la
contaminacion ambiental, entre otros FR''".

El EHHC® en su articulo 4° (Il Parte), reclasificé los FRECV en tres categorias: 1.
Factores bioldgicos. 2. Determinantes del estilo de vida. 3. Amplios determinantes del
riesgo cardiovascular, los que a su vez diferencié en FR modificables y FR no modificables
(Tabla 2).

Tabla 2. Factores de riesgo cardiovascular®®
Factores biolégicos

Incremento de la tensién arterial

Incremento de la glucosa plasmatica
Incremento del colesterol plasmatico
Sobrepeso

Determinantes del estilo de vida
Tabaquismo

Dieta insalubre

Abuso de alcohol

Inactividad fisica

Amplios determinantes del riesgo cardiovascular

Factores de riesgo no modificables Factores de riesgo modificables
Edad Educacion

Género Condiciones de vida

Etnia (raza) Condiciones laborales

Factores genéticos Estrés psicosocial

Capacidad adquisitiva
The European Heart Health Charter (EHHC). Disponible en http: //www.heartcharter.eu/.

Aunque se ha difundido el concepto de que los cuatro FRECV tradicionales
(tabaquismo, DM, HTA e hipercolesterolemia), explican exclusivamente el 50% del total de
individuos que padecen EC, la exposicion a los principales FRECV es sumamente
frecuente (> 80%) en las personas que desarrollan EC y explican alrededor del 75% de la
prevalencia de esta enfermedad'?.

La “Paradoja del sur de Europa”, indica que los FRECV clasicos explican
exclusivamente parte del riesgo cardiovascular, ya que no tienen en consideracién la
contribucién de los factores protectores®. El analisis de la cohorte del estudio VERIFICA'"
(Validez de la Ecuaciéon de Riesgo Individual de Framingham de Incidentes Coronarios

Adaptada), mostré que la unica diferencia en el perfil lipidico de los individuos que
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padecieron eventos cardiovasculares durante los cinco afios de seguimiento de la cohorte,
fue la disminucion de los niveles plasmaticos de las HDL**'"®, Pese a ello, recientemente
se viene cuestionando el papel protector de las HDL en las ECV ateroscleréticas'™*. No
obstante, los expertos recomiendan no olvidar las evidencias de los estudios
epidemiolégicos y de intervencién acerca de la relacién inversa existente entre el riesgo
cardiovascular y la concentracion de las HDL. Igualmente, los autores sugieren
permanecer expectantes a los resultados de los estudios que evaluan el alcance de los
nuevos inhibidores de la CETP.

Los hallazgos del estudio INTERHEART'" (Global case-control study of risk factors
for acute myocardial infarction), dejaron patente que el impacto sobre el IAM de nueve
FRECV con nivel de evidencia cientifica contundente (tabaquismo, HTA, DM, nivel de
apolipoproteinas, obesidad abdominal, habitos dietéticos, actividad fisica, consumo de
alcohol y los factores psicosociales), son factores universales (afines a toda la poblacion
del mundo), con independencia del género y del grupo regional o étnico. Los hallazgos de
este estudio sefialan que mas del 90% del riesgo de padecer IAM es atribuible a estos
nueve FRECV. Este estudio subraya ademas que el binomio DLP-tabaquismo predice las
dos terceras partes del riesgo de presentar IAM y que a su vez los FRECV ejercen un
efecto multiplicador del riesgo cardiovascular.

Se ha estimado que los factores genéticos explican ~40-55% de la susceptibilidad de

C116—118

la poblacion (heredabilidad) a padecer E . La investigacién de los FRECV no

convencionales y de los determinantes genéticos que subyacen a la EC son criticos en la

105107 -~ Adolecemos de

busqueda de nuevos nexos con la enfermedad aterosclerética
estudios que involucren los aspectos psicosociales, los habitos de vida y del
comportamiento en las enfermedades crénicas no transmisibles como la ATS'®. En esta

direccion, el estudio PURE (Prospective Urban Rural Epidemiology)'®

. actualmente en
curso en varios paises en transicion epidemioldgica, construye sobre la experiencia del
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estudio INTERHEART'" el engranaje dirigido hacia el mejor entendimiento de las ECV. El
estudio PURE constituye un analisis de seguimiento que evalua el efecto de los factores
macro y microeconémicos en el estilo de vida, a mas de los FR dietéticos en la génesis de
las ECV. Uno de los hallazgos preliminares mas llamativos de este estudio hace alusion a
la infrautilizacion de medicamentos de probada eficacia en la prevencién secundaria de las

ECV'?,

7. Prevencion y estimacion del riesgo cardiovascular

La prevencion primaria de las ECV se fundamenta en el control de los FR, elementos
estos asociados a la incidencia y mortalidad de estas enfermedades®*'"®. La estimacién
del riesgo cardiovascular representa la mejor herramienta para establecer prioridades en
prevencion primaria®®. La baja sensibilidad en la funcién de la estimaciéon del riesgo
cardiovascular evidenciada por el hecho de que la mayoria de los eventos
cardiovasculares se presentan en las personas clasificadas en el grupo de riesgo
intermedio refleja la escasa capacidad discriminatoria de los FRECV clasicos. Se han
propuesto diversos marcadores y/o predictores de las ECV®. Desde el punto de vista del
calculo del riesgo, la inclusion de nuevos marcadores en las funciones de riesgo es
incierta. A pesar de ello, se insiste en la busqueda de nuevas estrategias de cribado
poblacional de la ATS para identificar el “paciente vulnerable”.

Se prevé que la utilizacion conjunta de las funciones del riesgo cardiovascular de los
nuevos marcadores bioldgicos y de las pruebas de imagen no invasivas optimicen la
prevencion primaria de las ECV. En este aspecto, la evaluacion de la ATS subclinica
mediante pruebas de imagen no invasivas, es la iniciativa que mas fuerza ha venido
ganando®®*®®. Entre estas pruebas diagnésticas, se han propuesto diferentes modalidades,
entre las que destacan: 1. La tomografia computarizada con emision de electrones EBCT

(electrom beam computed tomography), con la que se comenz6 a evaluar el indice de
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calcificacion de las arterias coronarias (CAC). No obstante, ha sido el CT multidedector
(TCMD) el que ha permitido evaluar de forma no invasiva tanto la luz como la pared de las
arterias coronarias. De otro lado, la resonancia nuclear magnética (RM/RNM) facilita el
estudio de las alteraciones funcionales de la perfusion del miocardio. 2. El scanning duplex
(Doppler-duplex) para medir el grosor de las capas media e intima de la arteria carétida
(GIMc); la dilatacion mediada por flujo de la arteria braquial (FMD/DDD) y el indice
tobillo/brazo (ITB) o indice de Yao. 3. La ergometria en tapiz rodante. 4. La oftalmoscopia
como cribado de la ATS. Todas estas exploraciones propuestas han sido evaluadas en
grandes estudios. Pese a que estas pruebas son capaces de ofrecer informacion
pronostica adicional a la proporcionada por la estimacion del riesgo convencional, la falta
de estandarizacién de algunas de ellas, la dificultad en su realizacion y/o su alto coste, las
hacen impracticables como medicién sistematica de la ATS subclinica en el momento
actual®®®,

Hoy en dia, el numero de marcadores bioldgicos que pueden utilizarse de forma
rutinaria y con valor prondstico real son minimos®>'#. Se ha dicho que para que los test
geneticos basados en el DNA tengan valor clinico, deben proporcionar informacion
adicional a la que suministran los diferentes algoritmos disefiados para el célculo del
riesgo elaborados a expensas de los FRECV™®. La inclusion de ciertos genotipos a partir
de los genes candidatos pudiera incrementar el poder predictivo de estos algoritmos,
aumentando la sensibilidad y la especificidad en la determinacién del riesgo de padecer
ECV. Aunque se han estudiado varios genes implicados en el desarrollo de las ECV, no se
ha logrado determinar el conjunto de genes que establezca el genotipo de riesgo
especifico en estas enfermedades’®.

En el Gltimo lustro los GWAS*'?* han identificado nuevas variantes genéticas
relacionadas con diferentes enfermedades complejas, entre ellas la EC. Algunas de estos

polimorfismos se asocian con algunos FRECV, aunque otros polimorfismos son
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independientes de estos FR. Se cree que estas variantes genéticas incrementen la
capacidad predictiva del riesgo coronario o la reclasificacién de los individuos en riesgo
intermedio, al aportar informacién adicional a la ya incluida en las funciones de riesgo
clasicas'®.

Algunas publicaciones recientes refuerzan el papel de los factores genéticos en el
desarrollo de la EC'*'#®. Se han identificado dos variantes genéticas asociadas a la
lipoproteina a (Lip-a) y el riesgo de padecer EC'?®. Regieli y cols.'?®, reportaron incremento
significativo de la mortalidad por eventos coronarios, en un estudio longitudinal relacionado
con el impacto de las HDL en la prevenciéon secundaria de la EC en individuos portadores
de dos polimorfismos del gen de la enzima PON1. También se ha descrito relacién lineal
entre el numero de alelos de riesgo y la probabilidad de padecer EC, lo que permitiria

cuantificar el riesgo genético'"®.

8. Factores de riesgo epigenéticos

En las ultimas décadas se vienen identificando profundos cambios en la prevalencia
de las enfermedades crénicas no transmisibles (obesidad, DM, ECV), lo que ha obligado a
buscar nuevos vinculos que expliquen estos hallazgos'®. La prevalencia de los FRECV se
viene arraigando entre los jovenes, confluyendo hasta en la mitad de los casos, multiples
FR. Circunstancia esta que incrementa ~14.6 veces el riesgo cardiovascular en este
subgrupo poblacional en la edad media de la vida'?"'%.

Las ECV, la obesidad y la DM, son patologias influenciadas por la herencia
poligénica'®. Asimismo, se han identificado algunos determinantes prenatales en la
génesis de la obesidad infantil como: la DM, el tabaquismo materno y la desnutricion en el
periodo inicial de la gestacion'™. Diferentes estudios revelan, que aunque las
manifestaciones de la ATS se hacen evidentes en los adultos, la ATS comienza a gestarse

en la vida fetal™" *2 (Figura 20).
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‘ Genética ‘
Interaccién con ——> v
| Determinantes
v v
Factores previos al embarazo 0-12 meses de edad | | 1-5 afios de edad

Embarazo / Gestacion

J ! |

Determinantes: Determinantes: Determinantes:

Maternos / Paternos Infancia Nifiez

_Obesidad . Peso al nacimiento . Factores dietéticos

. Aumento de peso en gestacion .Velocidad aumento depeso . Actividad fisica

. Dieta/estilo de vida . Ingesta de nutrientes .Velocidad aumentode peso

. Alteracién delaglicemia / DM - Patrén nutricional - Duracién del suefio

. Stgtus econédmico y social - Metabolismo . Estilo de vida familiar

. Alteracién metabolismolipidos . Estado de salud familiar
.Entorno

.Inflamacién
. Tabaquismo
. Hipertensidonarterial

Marcadores del riesgo cardiovascular en la infancia y la nifiez
.Sobrepeso / obesidad
.Alteracién del metabolismode loslipidos
. Alteracion del metabolismo delos hidratos de carbono / resistencia alainsulina
. Hipertension arterial

| ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR |

Figura 20. Marcadores del riesgo cardiovascular. La aterosclerosis comienza a gestarse antes de la
concepcion. Las influencias del entorno durante el desarrollo del organismo repercuten en la salud
cardiovascular a lo largo de la vida de cada individuo. Adaptada de: Morrison K, et al. Am Heart J.
2009;158(4):535-539'%°.

Existe evidencia creciente de que las interacciones entre los genes y el entorno
(circunstancias estas inherentes a las enfermedades complejas) son reguladas al menos
parcialmente por mecanismos epigenéticos. A diferencia de los conceptos clasicos de la
herencia mendeliana, la epigenética hace énfasis en la heredabilidad de las alteraciones
del DNA (diferentes a la variacion en la secuencia de sus nucleétidos) promovidas por
factores del entorno. Fenémeno este que ha sido denominado herencia epigenética’y del
cual se deriva el compromiso hacia nuestros genes y hacia nuestra propia especie,
ademas de la responsabilidad de nuestros progenitores y ancestros; un concepto ignorado
por décadas.

¢ Epigenetics? si, epigenética. A este respecto, Thomas Jenuwein afirmé: “The long-
standing question of nature versus nurture begs the question: to what extent does genetic

determination vis-a-vis environment driven signals affect the development and personal
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profiles of given individuals? Thanks to epigenetic research, we now know there are
mechanisms beyond genetic determinism (there is no ‘intelligent design’) and that gives us
the freedom to live as true individuals. This is best exemplified by genetically identical twins
that can develop distinct disease profiles and life projections. Thus, ‘we are more than the
sum of our genes’, and epigenetic research is likely to have significant impact on cultural
and ethical values in our ‘post-genomic’ society”'>*.

Las influencias del entorno en las etapas iniciales del desarrollo causan variaciones
epigenéticas que afectan la programacion del metabolismo celular influyendo en la salud
cardiovascular a lo largo de la vida de cada individuo'™*'*. Las complejas interacciones
entre la genética, la epigenética y la exposicion ambiental, aunadas al entorno infantil
postnatal, constituyen el sustrato de la relacién entre la salud de la madre, el crecimiento
fetal, los FRECV en la infancia y las manifestaciones de la enfermedad en los adultos'®.
Los FRECV alteran el funcionamiento del genoma mediante diversos mecanismos
epigenéticos, promoviendo la aterogénesis®.

Existen pocos estudios de cohorte que relacionen la influencia genética y el entorno
familiar mas alla del estado de la salud materna™’. Estos estudios aportan conclusiones
contradictorias sobre la magnitud del efecto y la influencia de las variables de confusion,
incluyendo los habitos de los padres, el estado socioeconomico, el medio ambiente y la
etnicidad en los resultados finales. El estudio FAMILY'® (Family Atherosclerosis
Monitoring In earLY life), pretende esclarecer algunos enigmas sobre los determinantes
prenatales y de la infancia acerca de los FRECV en las fases criticas del desarrollo infantil.
Se vislumbra que este estudio contribuya en positivo al disefio de programas de
prevencion mas eficaces en aquellas nosologias, que como la ATS, se gestan en el
entorno prenatal.

Los fendmenos epigenéticos son esenciales para el ordenamiento e interpretacién del

genoma, para el desarrollo y el proceso fisiolégico del organismo, asi como para
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perfeccionar nuestro conocimiento de las enfermedades'®'°.

El conjunto de las
enfermedades en los humanos presenta causas epigenéticas. En la célula enferma, a
través de los diferentes mecanismos epigenéticos se distorsiona el equilibrio celular. En
este aspecto, la caracterizacién de los diferentes epigenomas, la identificacién de las
variables epigenéticas, los estudios sobre las fuentes de variabilidad epigenética y los
EWAS (estudios de asociacién del epigenoma completo), aunados al perfeccionamiento
bioinformatico, prometen mejorar nuestro entendimiento de las enfermedades. No
obstante, aun se requiere un cuantioso esfuerzo para determinar el perfil del epigenoma
humano™®'*. La correlacion de los patrones de metilacion entre los diferentes tejidos es
compleja y locus dependiente. Con todo ello, los rasgos epigenéticos presentes en las
muestras clinicas convencionales (células sanguineas), constituyen un material facilmente
asequible para su estudio™".

Hoy disponemos de los instrumentos imprescindibles para revelar infinidad de
enigmas de la biologia humana y un universo de dilemas médicos. Recientemente y en
esta linea de compromiso, la comunidad cientifica internacional en un esfuerzo
coordinado, dio luz verde al esperanzado proyecto AHEAD (Alliance for the Human
Epigenome and Disease), en su afan de perfeccionar el conocimiento de las
enfermedades como el cancer y las ECV, entre otras patologias®’°®'34.

La epigenética del sistema cardiovascular se encuentra aun en sus inicios. El
desentrafiamiento del epigenoma en la célula aterosclerética, en el endotelio afectado por
la formacién de ateromas en el contexto de la EC y el estudio de los epigenomas de las

diferentes lineas celulares que conforman la red de vasos sanguineos del organismo,

representan solo algunos de sus retos (Figura 21).
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Figura 21. Conocimiento actual de la aterosclerosis. Metafora aterosclerética. Que sabemos y que
deberiamos saber. Nuestro conocimiento actual sobre la aterosclerosis se simboliza en el interior del circulo
azul (una mota solitaria), frente a lo que ignoramos (representado por la inmensa oscuridad césmica, matizada
entre las lineas del évalo escarlata). Fotografia del Universo tomada por la NASA. Tapoddle, VCG 10214.
NASA and ACS Science Team. http:// wwwnasa.gov/tpoics/universo/index.html.

A la espera de una nueva realidad, conviene tener siempre a mano aquel acreditado
refran del humanista holandés, Erasmo de Rotterdam (1466-1536): “Mas vale prevenir que
curar”, ya que es imprescindible, tal y como lo han planteado las guias europeas de la
practica clinica de octubre de 2007 sobre la prevencion de las enfermedades
cardiovasculares®®: retomar las recomendaciones propuestas en la “Declaraciéon de
Luxemburgo” de junio de 2005* sobre el estilo de vida para alcanzar la salud
cardiovascular, ya que son principios universales, estdn avalados por evidencias
cientificas contundentes y por consiguiente, deben indicarse en la prevencién de las ECV
de manera sistematica e independientemente del nivel del riesgo cardiovascular de cada
individuo, porque: “prevenir sigue siendo mejor que curar’® (Tablas 3 y 4).

Tabla 3. “Declaracion de Luxemburgo” sobre el estilo de vida para alcanzar la salud
cardiovascular®

No fumar

Realizar ejercicio de intensidad al menos moderada, minimo durante 30 minutos diarios

Al momento de alimentarse escoger alternativas saludables

Evitar el sobrepeso

Mantener la tension arterial por debajo de 140/90 mm/hg

Mantener el colesterol total por debajo de 200 mgr/dL

Disponible en http: //www.ptkardio.pl/files//file/luxembourgdeclarationfinal. pdf.
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Tabla 4. Recomendaciones de las guias europeas de la practica sobre la prevencion de las
enfermedades cardiovasculares®

No fumar

Al momento de alimentarse escoger alternativas saludables

Realizar ejercicio de intensidad al menos moderada, minimo durante 30 minutos diarios

Mantener el indice de masa corporal (IMC o BMI) por debajo de 25 kg/m? y evitar la obesidad central
Mantener la tension arterial < 140/90 mm/hg

Mantener el colesterol total (CT) <5 mmol/L (~190 mgr/dL)

Mantener las lipoproteinas de baja densidad (LDL) < 3 mmol/L (~115 mgr/dL)

Mantener la glucosa en sangre < 6 mmol/L (~110 mgr/dL)

Disponible en http: //iwww.escardio.org/knowledge/guidelines/rules.

9. Homocisteina como factor de riesgo en la aterogénesis

Han transcurrido mas de cuatro décadas desde que Kilmer McCully'#

implico la Hcy
en la aterogénesis y han pasado ya mas de 30 afios desde que Wilcken y Wilcken'?,
reportaron que los aminoacidos azufrados estaban relacionados con la EC. Entre los
aminoacidos sulfurados, el incremento de Hcy estd en relacibn con el riesgo
cardiovascular de forma independiente a otros FR involucrados en la etiopatogenia de las
ECV13'144.

La Hcy altera el metabolismo oxidativo de las células al formar sustancias
biolégicamente reactivas' y téxicas a las células ejerciendo un efecto deletéreo en la
pared de los vasos sanguineos. La hiperhomocisteinemia (HHcy) ocasiona un fenotipo
aterotrombdético por diversos mecanismos que incluyen: 1. Alteracion de la estructura de
las proteinas’’. 2. Incremento del estrés oxidativo y de la respuesta inflamatoria™'*°. 3.
Disfuncion endotelial’®. 4. Apoptosis'®. 5. Proliferaciéon de las VSMC'™. 6.
Trombogénesis'*. 7. La HHcy induce ATS al interferir con el metabolismo y el transporte
de los lipidos a través de la via del estrés oxidativo y/o del estrés del reticulo endoplasmico
(RE). 8. Adicionalmente, la HHcy disminuye la biodisponibilidad de NO" y modula la
concentracién de otros metabolitos como la SAM y la SAH, generando alteraciones

neuroldgicas y cardiovasculares. El estrés del RE representa la via comun que relaciona la

Hcy con la apoptosis y la ATS. La Hcy ejerce sus efectos al modular diversos procesos
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cataliticos, ademas de regular la expresion de los genes involucrados en la génesis de las
enfermedades complejas’® (Figura 22). Se han descrito ampliamente las vias metabdlicas
a través de las cuales la Hey causa dafio a las células endoteliales* "2, Los modelos
experimentales de HHcy favorecen su nexo de causalidad con la ATB'®2. Adicionalmente,

las vitaminas del complejo B reducen la concentracién de Hey ',

Figura 22. Homocisteina y aterosclerosis (ATS). La homocisteina (Hcy) altera la biosintesis del colesterol
(1); la expresion de las proteinas de la matriz extracelular (2); la expresion del gen LOX-1 (lectin like oxidized
LDL receptor-1) y del factor de necrosis tumoral a (TNFa), promoviendo la oxidacion de las LDL (3,8); altera las
moléculas de adhesion celular CAMs (4); estimula la proliferacion de las células del musculo liso vascular
(VSMC) al incrementar la actividad de la ciclina A (5), aumentando la expresion de la LPL (lipoprotein lipase)
tanto a nivel traslacional como transcripcional, mediante la activacion de la PKC (proteina cinasa C), la cual
regula los genes de la respuesta inflamatoria en las células del endotelio vascular (6,7). La Hcy ademas
disminuye la expresion de los PPARs (peroxisome proliferators-activated receptors) (9). AP-1 (proteina
activadora 1); Mo (monocitos); TNFR1B (tumor necrosis factor receptor superfamily member 1B); SREBPs
(sterol regulatory element-Binding Proteins); LOX1 (oxidized low-density lipoprotein receptor 1); PPARs
(peroxisome proliferator-activated receptors); *La Hcy compite con el ligando PPARs; PPARa (peroxisome
proliferator-activated receptor alfa); HMGCR (hidroxi-3-metilglutaril CoA reductasa); VLDL (lipoproteinas de
muy baja densidad); MEC (matriz extracelular); NF-kB (factor de transcripcién nuclear kappa B); MCP-1
(sustancia quimiotactica plaquetaria 1); IL-8 (citocina/interleucina 8); VEGF (factor de crecimiento del endotelio
vascular); VCAM (moléculas de adhesiéon de las células vasculares); P selectin (selectina P); E selectin
(selectina E); LDL (lipoproteinas de baja densidad); LDLox (LDL oxidadas); DLP (dislipemia); Ang
(angiotensina); ACE (enzima convertidora de angiotensina); NADPH (nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate). Adaptada de: Sharma P, et al. Lipids Health Dis. 2006;5(1):1-19"°.

Pese a la idoneidad de las observaciones descritas existe incertidumbre sobre la
fuerza de asociacion entre la Hey y la ATS como FR modificable, ya que la disminucién de

la Hcy versus el beneficio del riesgo cardiovascular esperado es a la luz actual
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contradictorio™*'. Algunos autores han concluido que todavia no se ha validado la
hipdtesis que involucra la Hcy en la etiologia de las ECV'*. Sin embargo, existen
resultados contradictorios'’. Algunos ensayos clinicos controlados, reportan que la

relacion entre la Hey y las ECV es mas débil de lo esperado’® (Figura 23).

Figura 23. Homocisteina y enfermedades cardiovasculares. Existe incertidumbre acerca de la correlacion
entre la homocisteina como factor de riesgo modificable y la génesis de las enfermedades cardiovasculares
aterosclerdticas.

A pesar del entusiasmo inicial de los resultados favorables de los estudios sobre el
aporte de folatos en la dieta, el riesgo cardiovascular y la regresion de la placa
aterosclerética’®, estos beneficios no han sido confirmados en diversos estudios clinicos
randomizados'®®'®°. Una explicacion propuesta a estos hallazgos alude que la Hcy per se

quizas no sea el agente causal de la alteracion vascular, sino mas bien el marcador
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biolégico de otro FR coexistente'®. No obstante, se cree que la respuesta a estos hechos,
se encuentra a nivel molecular'.

En la historia natural de la HHcy de origen genético, las complicaciones vasculares
constituyen la principal causa de morbilidad y mortalidad en los pacientes que no han
recibido tratamiento’®’. En 1969, McCully'*? describié la presencia de lesiones arteriales
avanzadas en nifios con trastornos congénitos en el metabolismo de la Hcy, subrayando el
nexo existente entre la enfermedad vascular y la HHcy severa de causa hereditaria.
Desde entonces, se ha estudiado extensamente la Hcy como FRECV en diferentes
revisiones sistematicas'®'®, hallandose adecuadamente documentada la relacion entre
Hey y ATB™®.

A diferencia de los estudios prospectivos, en los que se ha observado escasa relacion
entre la Hey y las ECV, diferentes metaanalisis realizados en la ultima década han
evidenciado resultados contundentes'®. La HHcy leve (un hallazgo prevalente en la
poblacién general) se relaciona con el riesgo cardiovascular’’’. Mas del 10% de la
poblacion en riesgo de padecer EC presenta HHcy. El incremento de Hcy en 5umol/L es
equiparable al aumento de 20 mg/dL del colesterol plasmatico frente al riesgo de padecer

EC'™®. El Homocysteine Studies Collaboration'”

(HSC) mostré que la disminucion de
3umol/L en la Hcy redujo el riesgo relativo de EC en 11% y de apoplejia en 19%. Wald y
cols.", reportaron que la reduccién de Hcy en 3umol/L redujo el riesgo de EC en 16%, de
trombosis venosa profunda en 25% y de apoplejia en 24%. La HHcy predice el desarrollo
de eventos cardiovasculares recurrentes (muerte de origen cardiaco, IAM o reinfarto) en
pacientes con SCA'3'" estando asimismo relacionada con el riesgo cardiovascular en la
poblacion general y en los pacientes con ATS establecida.

Aunque la evidencia acumulada favorece el vinculo entre Hcy y ATS, poco se sabe

acerca de los mecanismos moleculares que involucran la Hcy como FR modificable en la

aterogénesis. Los expertos afirman que esta relacion de causalidad unicamente se podra
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establecer cuando se logre demostrar en estudios clinicos prospectivos randomizados que
la reduccién de la Hey disminuye de forma fehaciente el riesgo cardiovascular'®'%°,
9.1 Bioquimica de la homocisteina y de las reacciones de transmetilacion celular

La Hcy es un aminoacido no protéico (ya que no participa en la sintesis protéica) que
contiene azufre en forma de sulfuro’®'"®, cuyo metabolismo se encuentra en la
interseccion de dos vias: la via de la remetilacion y la via de la transulfuracion celular'*°.
La Hcy es a su vez un producto intermediario del metabolismo de la metionina (Met), ya

que en los mamiferos la Hey se sintetiza a partir de la Met'”>'"® (Figura 24).

Metionina Homocisteina Cisteina Taurina
|
NH; C—COO— NHaf(l.“, COO ™~ NHJ C—COO— CH,
|
CH, CH, CH, CH,
CH, CH, SH [ B
i | SO;3
S SH
|
CH,

Figura 24. Estructura quimica de los aminoacidos azufrados. Estructura molecular de los aminoacidos
sulfurados (que contienen grupos sulfuro) fisiologicamente mas relevantes. H (hidrégeno); C (carbono); O
(oxigeno); S (azufre); CHs (grupo metil); SH (grupo sulfhidrilo/tiol o thiol). Adaptada de: Masella R, et al.
Glutathione and sulfur amino acids in human health and disease. 2009'"°.

La metilacion del DNA (a través del ciclo de la Met) es crucial en la transmetilacion
celular'®?® debido a: 1. La participacion en el control epigenético de la expresion génica. 2.
La metilacién postrasduccional de las proteinas.

El proceso de metilacion celular comprende unas decenas de reacciones enzimaticas,
las cuales utilizan SAM como donante de grupos metil. Por el contrario, las moléculas
aceptoras de grupos metil son mas numerosas y varian desde moléculas de pequefo
tamafo (lipidos, aminoacidos), hasta macromoléculas como el DNA, las proteinas y el
acido ribonucléico (RNA). Mediante el aporte de los grupos metil se garantiza el aporte de
carbono para la sintesis de las cuatro principales biomoléculas del organismo: acidos

nucléicos (DNA, RNA), aminoacidos (proteinas), carbohidratos y lipidos (derivados
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lipidicos). La Hcy constituye un mediador biolégico en las reacciones de transmetilaciéon
celular, incluyendo la metilacion del DNAZ. En la via de la transmetilacion celular, la SAM
se sintetiza a partir de la transferencia de la adenosina del ATP al grupo sulfhidrilo de la
Met'®. La produccién de Hcy depende de la concentracion de SAM, responsable a su vez
de multiples reacciones de metilacion celular. La SAM se transforma en SAH (al transferir
su grupo metil a un aceptor). La SAH se metaboliza hacia adenosina y Hcy mediante un
proceso de hidrolisis.

En condiciones fisiolégicas, la Hcy se regula primordialmente por medio de: 1. Su
remetilacion hacia Met, con la participacion de la metionina sintasa (MS) y 2. Por la via de
la transulfuracién hacia cistationa y cisteina. La enzima responsable del metabolismo de la
Hcy a cistationa es la cistationa 3 sintasa (CBS) en presencia de piridoxina (vitamina Bg)
como cofactor'*®'"”. Debido a que la MS posee una constante de Michaelis-Menten (Ky)
mas baja que la CBS, a menor concentracién de Hcy se favorece la sintesis de Met y
viceversa. A mayor concentracién de Hcy se promueve la via de la transulfuracion,
protegiendo al organismo del potencial téxico de la Hcy. De este modo, cuando se
incrementa la concentracion de Met, la Hcy se metaboliza por la via de la transulfuracion.
Por el contrario, si existe déficit de Met, la Hcy se remetila hacia Met'®’”. La remetilacion de
Hcy hacia Met se realiza en el higado y en el rifidn con la participacion de la betaina
homocisteina metiltransferasa (BHMT). No obstante, en la mayoria de los tejidos la Hcy se
remetila a Met por accion de la MS, de la vitamina B, (cianocobalamina) y del 5-MTHF. El
5-MTHF actua como donante de grupos metil en la conversion de Hcy a Met. La enzima
5,10-MTHFR convierte el tetrahidrofolato (THF) en 5-MTHF'™'. En la figura 25 se
esquematiza el ciclo metabdlico de la Hcy y su relacion con los folatos.

El ciclo metabdlico de la Hey incluye (Figura 25): 1. Conversion de la Met de la dieta a
SAM, a través de la metionina adenosil transferasa (MAT) o SAM sintasa. La SAM se

sintetiza a partir de la transferencia de la adenosina del ATP, al grupo sulfhidrilo de la Met.
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2. Reacciones de transferencia de grupos metil (~40 enzimas diferentes y mas de 100
reacciones). Metilacion de pequefias moléculas (aminoacidos, aminas, lipidos) y de
macromoléculas (DNA, RNA, proteinas). 3. Hidrolisis de S-adenosil-homocisteina (SAH)
por la SAH-hidrolasa (SAHh), generando adenosina y Hcy. La SAH es un inhibidor de las
metiltransferasas del DNA (DNMT) dependientes de la SAM. La Hcy puede ser remetilada
hacia Met por la metionina sintasa (MS) o por la betaina homocisteina metiltransferasa
(BHMT) y/o ser convertida a cistationa mediante la cistationa  sintasa (CBS). El exceso
de Hcy se transporta hacia la circulacion, uniéndose a las proteinas y a otras moléculas
como la cisteina. 4. Remetilacion de Hcy a Met por accion de la MS y de la BHMT en
presencia de 5-metiltetrahidrofolato (5-MTHF) y de vitamina B4,. 5. Transulfuracion de Hcy
a cisteina y glutation (reaccion doblemente depende de vitamina Bg). La CBS es la enzima
limitante de esta reaccién'®. La cistationa se convierte a cisteina y cetobutirato por
mediacién de la cistationa-g-liasa (CSE)""°. El ciclo de los folatos interacttia con el ciclo de
la Hey en el paso 4. El grupo metil del 5-MTHF se transfiere a la Hcy para formar
tetrahidrofolato (THF). El ciclo de los folatos se reinicia a partir de una serie de reacciones
complejas (paso 6) no detalladas en el esquema. La enzima 5,10-metilentetrahidrofolato
reductasa (MTHFR) transforma el 5,10-MTHF en 5-MTHF (paso 7). El paso 8 hace alusion

a la reaccion esencial mediada por la serina hidroximetil transferasa (SHMT).
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Figura 25. Ciclo metabolico de la homocisteina. Interrelaciéon entre la homocisteina (Hcy), los folatos y la
relevancia de la S-adenosil-metionina (SAM) en las reacciones de transferencia de grupos metil. La Hcy es un
intermediario en el metabolismo de la metionina (Met), siendo mediadora de las reacciones de transmetilacion
celular, incluyendo la metilacion del DNA (acido desoxiribonucléico). El acido félico abastece el pool de THF,
indispensable para la actividad de la MS. Sin embargo, el acido félico incrementa la SAM. La SAM es donante
de grupos metil y precursora de la dimetilarginina asimétrica (ADMA). La ADMA produce falta de acoplamiento
e inhibicion de la sintasa endotelial del 6xido nitrico (eNOS), disminucion de la disponibilidad de éxido nitrico
(NO") y disfuncion endotelial. El glutation es el producto final del metabolismo de la cisteina y posee actividad
antioxidante. No obstante, la alteracion en la via de la transulfuracion disminuye su capacidad antioxidante en
las células. Las mutaciones en los genes que codifican las enzimas MTHFR y CBS alteran la conversion de
Hcy a Met y cistationa, generando hiperhomocisteinemia (HHcy). La HHcy obedece adicionalmente al déficit de
acido fdlico y de vitaminas Bs y B12, ya que ambas vitaminas son cofactores esenciales en el metabolismo de la
Hcy”s. La metilacion del DNA esta implicada en: a. La inactivacién cromosémica. b. La estabilidad e integridad
del genoma. c. El silenciamiento génico”o. Pi (fosfato inorganico); PPi (pirofosfato inorganico). La
nomenclatura alusiva al ciclo metabdlico de la Hcy de esta grafica se detalla en el paragrafo inmediantamente
precedente. Adaptada de: Ingrosso D, Perna A. Biochimica et Biophysica Acta. 2009;1790:892-899"°" y Maron
BA, Loscalzo J. Annu Rev Med. 2009;60:39-54'*°.
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De la figura 25 se infiere que'*"":

1. El metabolismo de la Hcy se realiza por tres vias: a. Remetilacién de Hcy a Met
mediante la MS, con la participacion del 5-MTHF y de la vitamina B1,. b. Transulfuracion. A
través de esta via la Hcy se transforma en cisteina con la participacion de la CBS y de la
vitamina Bg (piridoxina). c. Remetilaciéon de Hcy a Met en algunos tejidos (rindn e higado)
por la via de la BHMT""®.

2. La Hcy esta conformada sustancialmente por la estructura del carbono de la Met.
Por consiguiente, la Hcy es en esencia la Met sin su grupo metil, ya que ha transferido
dicho grupo en la via de la transmetilacién celular.

3. La Hcy tiene varios destinos: a. Intermediario metabdlico en la transferencia de
grupos metil desde el THF a la SAM. b. Remetilacién de Hcy hacia Met, siendo la Met
fuente donante de grupos metil. c. Ruta menor de remetilaciéon de Hcy, y de la colina de la
dieta, con la participacion de la BHMT (una enzima limitada al higado). d. Mediante la via
de la transulfuracion, la SAH hidrolasa (SAHh) hidroliza la SAH generando adenosina y
Hcy. El exceso de Hcy se oxida a taurina o hacia sulfatos inorganicos. e. La Hcy alcanza el
espacio extracelular y el plasma siendo eliminada posteriormente en la orina. f. Produccion
de homocisteinil-tRNA-Met (Hcy-tRNA-Met). Mediante esta via equivoca de sintesis
protéica se selecciona erroneamente Hcy en lugar de Met favoreciendo la metilacion de la
Hcy-tRNA-Met hacia Met-tRNA-Met y la consiguiente produccién de radicales libres, en
especial de Hey-T (un intermediario quimico supremamente perjudicial para las células).

4. En la via metabdlica de la Hcy existen tres enzimas primordiales: MTHFR, MS y
CBS. La mutacién de los genes que codifican la MTHFR y la MS alteran la conversion de
Hcy a Met. La mutacién del gen que codifica la CBS altera la conversion de Hcy a
cistationa. El acido félico (vitamina By) y las vitaminas (Bg y B12), son cofactores esenciales
para el funcionamiento de estas enzimas, asi como para el metabolismo de la Hcy. Luego,

el déficit de estas vitaminas incrementa la Hey.
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5. El aclaramiento de Hcy se realiza mediante su transulfuracion a cisteina.

6. Las metiltransferasas del DNA (DNMT) son enzimas bifuncionales, ya que forman
derivados metilados a partir de varios sustratos y garantizan la formacién de Hcy, un
intermediario obligado en la compleja via de la Met (un aminoacido esencial) hacia cisteina
(un aminoacido no esencial).

7. Parte de las reacciones de transmetilacion y de la produccién de Hey acontecen en
el higado. La metilacién de las macromoléculas (DNA, RNA vy proteinas) ocurre en todo el
organismo.

8. Las reacciones de metilacion de las micromoléculas (aminoacidos, aminas, lipidos),
contribuyen a la produccion de SAH y de Hcy. La SAH regula la actividad de las DNMT.

9. La MS también es una enzima bifuncional, ya que participa en el ciclo de los folatos
y en el metabolismo de la Hcy. El 5-MTHF actua como cofactor de la MS. El THF se
restablece después de la transferencia de su grupo metil, reingresando al ciclo de los
folatos.

10. El acido fdélico repleta el pool de THF, el cual es indispensable para el
funcionamiento de la MS. No obstante, el acido félico incrementa la SAM. La SAM es a su
vez fuente donante de grupos metil y precursora de la ADMA. La ADMA produce falta de
acoplamiento enzimatico e inhibicidon de la eNOS, reduciendo la biodisponibilidad de NO" y
alterando la funcién del endotelio vascular.

11. El glutatién es el producto final del metabolismo de la cisteina y posee actividad
antioxidante. La alteracién en la via de la transulfuracién disminuye la capacidad
antioxidante de las células. En consecuencia, el incremento de Hcy por esta via,
representa una ruta alterna que justifica la fisiopatologia del proceso oxidativo afin a varias

entidades que cursan con HHcy.
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9.1.1 S-adenosil-homocisteina

La SAH es un producto dependiente de las reacciones de transferencia de grupos
metil de la SAM y el Unico precursor metabdlico in vivo de la Hcy en los tejidos. La SAH
cataliza la reaccion enzimatica (reversible) que transforma la SAM en SAH. La SAH es a
su vez un poderoso inhibidor competitivo de las DNMT dependientes de la SAM. Las
DNMT actuan en los tejidos y poseen caracteristicas estructurales que les permiten
reconocer y captar la SAM o la SAH"™ (su derivado demetilado). Debido a que la SAH
inhibe las DNMT (incluyendo la remetilacion de Hcy a Met), la SAH es crucial en la
regulacion de todas las reacciones de transmetilacion. La SAHh se expresa en el rindén y
actua en estrecha afinidad con las DNMT tornando mas eficientes las reacciones de
transmetilacion celular'’®.

Los productos derivados del metabolismo de la SAH (adenosina y Hcy) se eliminan
rapidamente evitando asi el incremento de la SAH y la consecuente inactivacién de las
DNMT. Cuando se aumenta la Hcy, se incrementa también su precursor, la SAH, alterando
la relacion SAM/SAH e inhibiendo las reacciones de transmetilacion celular. Luego, la
relacion SAM/SAH constituye un buen indicador del grado de metilacién celular'®'".

Se desconocen los mecanismos que protegen al organismo contra el incremento de la
SAH. Al igual que sucede con la concentracién de Hcy plasmatica, la SAH se relaciona
inversamente con la tasa de filtracion glomerular. No obstante, la SAH es mas sensible
que la Hcy a la reduccién de la tasa de filtracién glomerular. En los pacientes con
insuficiencia renal cronica (IRC), la SAH se incrementa en ~45 veces, la SAM en ~6 veces
y la Hcy en ~4 veces mas. El rifidn regula la concentracion plasmatica de SAH. Del mismo
modo, el rifidn ejerce efectos directos sobre el metabolismo de los aminoacidos sulfurados
e indirectos sobre las reacciones de transferencia de grupos metil. El pool extracelular de

SAH se renueva en los tejidos y en los rifiones varias veces al dia'”® (Figura 26).
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Metionina
5-MTHF SAM
Transferencia
grupos metil
- - —
Homocisteina SAH
—

Figura 26. Conversion metabdlica de metionina a homocisteina. Metionina (Met); homocisteina (Hcy); SAM
(S-adenosil-metionina); SAH (S-adenosil-homocisteina); 5-MTHF (5-metiltetrahidrofolato). Grafica adaptada de:
Gariboto G, et al. Kidney Int.2009;76:293-296'"8.

9.2 Factores que determinan la concentracion de homocisteina

Entre los principales determinantes de los niveles de Hcy debemos considerar
diversos factores: fisioldgicos, genéticos, demograficos, adquiridos (nutricionales, habitos
de vida, medicamentos) y enfermedades sistémicas, entre otras circunstancias. La HHcy
moderada (15-30 pymol/L) generalmente obedece a la deficiencia de folatos, a la variante
C677T MTHFR, a los defectos heterocigéticos de la CBS, al hipotiroidismo, a la alteracién
de la funcion renal y al uso de farmacos que afectan el metabolismo de la Hecy y/o de los
folatos. La HHcy intermedia (30-100 umol/L) se produce por deficiencia moderada de
vitamina B, y folatos o insuficiencia renal. La principal causa de HHcy severa (100-400
Mmol/L) es consecuencia de la deficiencia extrema de vitamina B4, y a la homocistinuria.
La homocistinuria incluye la deficiencia de las enzimas (CBS, MTHFR, MS) y los defectos
en el metabolismo intracelular de la vitamina B1,"®.
9.2.1 Determinantes genéticos

Los factores genéticos comprenden diversas alteraciones en los genes que codifican

la expresion de las enzimas involucradas en la via metabdlica de los folatos: 1. El gen de
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la MTHFR (ubicado en el cromosoma 1p36.3). 2. El gen de la MS (localizado en el
cromosoma 1g43). El gen que codifica la metionina sintasa reductasa (MSR) confinado al
cromosoma 1p15.3-p15.2 y 3. El gen que regula la CBS (con localizacion cromosémica
21922.3).

Se han identificado ademas de las mutaciones responsables de la HHcy hereditaria
severa, algunos polimorfismos que promueven incrementos menos pronunciados (leves a
moderados) en la Hecy'™.

La homocistinuria como consecuencia de la deficiencia de la CBS es una enfermedad
mendeliana excepcional y estd en relacién con el desarrollo de ATS severa y de
complicaciones trombéticas en el lecho vascular'. En la HHcy (leve/moderada), ademas
del polimorfismo C677T, la Hcy esta influenciada por las variantes en los genes PON1 y
PON2. Estas variantes regulan la actividad y la concentracién de sus respectivas
isoenzimas a través de su capacidad para hidrolizar distintas lactonas, entre ellas la Hcy-
T20'21.

Adicionalmente, el NO’ regula la concentracion de Hcy: 1. De forma directa, al inhibir
la actividad de la MS. 2. Indirectamente, a través del catabolismo de los folatos, al inhibir la
sintesis de la ferritina (proteina que inhibe irreversiblemente el metabolismo oxidativo de
los folatos, incrementando su concentracion intracelular). Debido a que el nivel de folatos
se relaciona inversamente con la Hcy, se establece una correspondencia reciproca entre la
concentracion de NO' y la concentracién de Hey'®.
9.2.1.1 Polimorfismo C677T MTHFR

El polimorfismo C677T MTHFR es la variante hereditaria mas frecuente y estudiada
como causa de HHcy moderada. Su prevalencia es variable entre los diferentes grupos
étnicos y raciales. Este polimorfismo presenta un patrén de herencia mendeliana

autosomico recesivo'’®18°,
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Los estudios pioneros de la enzima MTHFR realizados por Kang y cols.'®"'8

identificaron una variante termolabil de la enzima con menor actividad, relacionada con el
incremento de Hcy y el riesgo de desarrollar EC. La alteracion que ocasiona la
termolabilidad de la enzima consiste en un defecto de transicién del gen que codifica la
enzima MTHFR. Una modificacion en la estructura del DNA en la que el residuo de
citosina (C), se sustituye por timina (T) en el nucleétido 677 del exén 4 del gen. La
sustitucion de estos nucledtidos genera el cambio del aminoécido valina (Val), por alanina
(Ala) en la posicion 114 de la enzima MTHFR (Ala222Val).

El polimorfismo C677T codifica en el alelo T'®® una enzima menos eficiente en el
metabolismo de la Hcy (~30% en los heterocigotos y ~60% en los homocigotos)

impidiendo la formacién del 5-MTHF'®. Frosst y cols."®

, sefialaron que esta variante
incrementaba ~25% la concentracion de Hcy en los individuos homocigéticos para el alelo
T (genotipo TT), en comparacién con los individuos que no portaban el alelo de riesgo
(genotipo CC). Desde el reporte original de Frosst y cols. en 1995, el polimorfismo C677T
MTHFR ha sido objeto de investigacion como FR genético en el desarrollo de las ECV.

Kang y cols.'®"'82

, mostraron que no todas las personas con termolabilidad de la
MTHFR presentaban incremento de Hcy. Estos investigadores sefialaron que el aporte de
folatos reducia la Hcy en los individuos con HHcy. En concordancia con estas
observaciones, Jacques y cols.'®, reportaron HHcy moderada en individuos homocigotos
para el alelo T (T/T) con deficiencia de folatos. Diferentes estudios han revelado que la
actividad de la MTHFR se incrementa cuando la concentracion de folatos es adecuada,
disminuyendo la Hcy. Si bien la disminucién de folatos estd en relaciéon con la HHcy
moderada, la contribucién de este hallazgo in vivo en la aterogénesis se encuentra en
entredicho'®.

Bagley y Selhub'™* encontraron que la expresién clinica del polimorfismo C677T

obedece a la distribucion diferenciada de los folatos en el interior de las células (glébulos
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rojos, CE, entre otras células). Asi, los homocigotos CC almacenan exclusivamente 5-
MTHF en los glébulos rojos, optimizando el metabolismo de la Hcy en las células. Los
homocigotos TT, ademas del 5-MTHF, almacenan derivados no metilados de los folatos
como el THF. En consecuencia, los heterocigotos CT presentan modesto incremento en la
Hcy respecto a los homocigotos CC.

Debido a que la Hcy constituye un FR en el desarrollo de la enfermedad
aterosclerdtica, el enunciado anterior predice que los tres genotipos del polimorfismo
C677T MTHFR confieren diferentes niveles de riesgo aterotrombético en la poblaciéon
genéticamente vulnerable'®. Una explicacién propuesta a este hallazgo es que el genotipo
CT confiere mayor riesgo aterotrombdético. Aunque otra interpretacion establece que el
genotipo CC ejerce efecto protector contra la ATB.

Recientemente y siguiendo la metodologia investigativa del gen candidato, se evalud
la variante C677T MTHFR en diferentes estudios clinicos controlados randomizados,
corroborando que los portadores del genotipo C677T presentan incremento de la Hey, a la
vez que el aporte exdgeno de folatos disminuye su concentraciéon'® . Estos hallazgos han
sido confirmados en el primer Scan GWAS a gran escala de la Hcy plasmatica™. La
variacion mas significativa en este sentido se encontr6 en el cromosoma 1,

especificamente en el gen que codifica la enzima MTHFR (Figura 27).
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Figura 27. Scan GWAS de la homocisteina. Scan graficado de acuerdo a la posicion de los cromosomas y al
-valor de p del -logio. GWAS (genome-wide association study); MTHFR (metilentetrahidrofolato reductasa);
SYT9 (proteina synaptotagmin-9). Adagtada de: Miyaki K. J Epidemiol. 2010;20(4):266-27014 y Tanaka T, et al.
Am J Hum Genet.2009;84(4):477-482"%.

9.2.2 Factores demograficos

Diversos factores demograficos determinan la concentracién de Hey'®.
9.2.2.1 Género

Biologicamente existe un nivel superior de Hcy plasmatica en el género masculino.
Este hallazgo se atribuye a la mayor proporcién de masa muscular en los hombres. Si bien
se presume que esta diferencia en la concentracion de Hcy con el género femenino (la
cual desaparece con la menopausia) refleja el efecto de los estrégenos sobre el
metabolismo de la Hcy. Este hecho justificaria la mayor prevalencia de EC en el género
masculino y la observacion epidemiolégica del incremento de EC en las mujeres
posmenopausicas, ya que los estados de deficiencia estrogénica se asocian a HHcy. A su
vez, la terapia de remplazo hormonal con estrégenos, disminuye la Hcy en la mujer
posmenopausica. Se desconoce si el efecto cardioprotector asociado a la terapia hormonal
obedece a la disminucion de Hey'*. Recientemente se identificé en un GWAS el locus del

gen CPS1 (carbamoyl-phosphate synthetase 1) el cual regula la concentracion de Hcy en
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las mujeres, encontrando que la Hcy varia en las diferentes etapas del desarrollo. Este
hecho sugiere una importante actividad de la MTHFR en la poblacién joven'®’.
9.2.2.2 Envejecimiento

A lo largo del proceso de envejecimiento se incrementa la Hcy, aunque se
desconocen los mecanismos involucrados en dicho proceso. Se atribuye este hallazgo a la
baja ingesta de vitaminas del complejo B, al deterioro de la funcion renal y/o a la reduccion
de la actividad de las enzimas implicadas en el metabolismo de estas vitaminas'®. En la
tercera edad la Hcy se incrementa ~1umol/L por cada década (~15-20% en las personas
mayores de 65 afios)'. Algunos autores encuentran relacién entre Hcy, y la edad
exclusivamente en homocigotos TT que padecen EC (variante C677T MTHFR). En las
personas con genotipo TT el rango de Hcy superior a 15 ymol/L se relaciona con la EC.
Por el contrario, en los individuos con los genotipos CT y CC (incluso con valores
superiores de Hcy) no se ha encontrado relacién con la edad, ni con la presencia de EC.
Estos resultados indican que el genotipo TT se asocia con EC cuando coexiste HHcy.
También se ha documentado que la HHcy (asi como sus determinantes genéticos),
desempefia una funcién preponderante en los pacientes jovenes que desarrollan IAM'°.
9.2.3 Factores nutricionales

Aproximadamente el 60% de la HHcy de origen nutricional obedece a la deficiencia de
las vitaminas del complejo B (Bs, Bs y B12) implicadas en el ciclo metabdlico de la Hey'®®
(Figura 34). El consumo frecuente de carne roja (por su alto contenido en Met) predispone

al desarrollo de ATS' al igual que el consumo de café'"

, ya que aumentan la Hcy. Por el
contrario, la dieta mediterranea (alto consumo de folatos) reduce la Hey'®2.

La dieta es un determinante fundamental de la concentracién de Hcy debido a que
condiciona la fuente donante de grupos metil a través del aporte de ciertos nutrientes,

especialmente de aquellos alimentos que contienen folatos, colina, betaina y Met. Por

consiguiente, la dieta regula el metabolismo de los aminoacidos sulfurados (como la Hey) y
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las reacciones de transferencia de grupos metil a nivel celular. Esta particularidad
acrecienta la relevancia de la Hcy como biomarcador ya que la dieta rica en vegetales
verdes y &cido félico disminuye la concentracién de Hcy, y viceversa'®. Existe relacién
inversa entre la concentracion de Hcy, acido félico y la metilacion del DNA'?'* un
aspecto biolégico imprescindible en la expresion génica'®* "’ (Figura 34). Algunos estudios
evidencian que la variante C677T MTHFR se asocia a hipometilacién del DNA'’.

En la poblacién general el aporte de folatos favorece el metabolismo de la Hcy al
reducir su concentracién plasmatica, inclusive en personas que presentan Hcy en rangos
fisioldgicos'®. Debido a que los depdsitos de acido fdlico en el organismo son escasos
(~5-20 mgr), las entidades que aumentan su demanda en la dieta y/o que alteran su
absorcién en el yeyuno proximal, alteran los niveles de acido félico™® (Tabla 5).

Tabla 5. Causas mas habituales de la deficiencia de folatos

Malabsorciéon Aumento de utilizacién Aumento de pérdida
Esprue tropical E::?:r:i: Insuficiencia cardiaca congestiva
Enteropatia por gluten Prematuréz Enfermedad hepatica activa
Reseccion intestinal o) . Hemodialisis, didlisis peritoneal
gastrica amplia Alcoholismo . Alcoholismo

Enfermedades inflamatorias Enfermedades hematoldgicas - . - 1ades inflamatorias

cronicas: anemia  hemolitica,
anemia falciforme y mielofibrosis
Enfermedades oncoldgicas:
neoplasias, linfomas, leucemia,
mieloma multiple

Tomada de: Maron BA, Loscalzo J. Annu Rev Med. 2009;60:39—54145.

del intestino
Enfermedad de Crohn
Colitis ulcerativa
Enteropatia diabética

cronicas que aumentan la demanda
de folatos pero disminuyen el
apetito (tuberculosis, enfermedad
de Crohn, psoriasis, etc.)

La vitamina Bi> es fundamental para la actividad de la MS. Esta vitamina no se
sintetiza de novo en los humanos, por ende, sus depédsitos dependen exclusivamente del
aporte de la dieta. A diferencia del acido félico, la vitamina B, se encuentra
exclusivamente en la carmne o en alimentos de origen animal, lo que torna a los
vegetarianos estrictos al déficit de esta vitamina. La absorcion de la vitamina B, en el
yeyuno distal requiere del factor intrinseco producido conjuntamente en el estbmago con el
acido hidroclorhidrico. Por ello, los individuos que padecen aclorhidria, disminucion del

factor intrinseco, insuficiencia exocrina del pancreas, personas con historial de
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enfermedad inflamatoria intestinal o cirugia gastrica, son mas propensos al déficit de
vitamina B4,. Por este motivo, al menos en parte, las personas de la tercera edad son mas
susceptibles a la deficiencia de esta vitamina (Tabla 5).

La disminucion de la vitamina B,, altera la actividad de la MS e incrementa la Hcy,
ademas de afectar el metabolismo del 5-MTHFR, favoreciendo el aumento del THF. No
obstante, en estas circunstancias el THF no actia eficazmente como precursor del 5-
MTHF. Incluso mediante el aporte de acido folico su efecto bioldgico no se traduce en la
reduccion de la Hcy esperada. Por esta razon la terapia de la HHcy debe incluir tanto acido
félico, como vitamina B,,. Esta combinacién garantiza que los cofactores de la MS sean
apropiados y se promueva el metabolismo del THF y la remetilacién de la Hcy a Met'*.

La vitamina Be es indispensable para la actividad enzimatica de la CBS. La vitamina
Be se encuentra en todos los alimentos y se almacena en el higado, lo que hace que esta
deficiencia nutricional sea poco habitual. Sin embargo, los individuos con enfermedad
hepatica y estado nutricional precario (como sucede en los alcohdlicos) son propensos al
déficit de esta vitamina. Las manifestaciones clinicas de la deficiencia de vitamina Bg no se
relacionan con HHcy aunque los estudios observacionales han reportado mayor riesgo de
tromboembolismo venoso recurrente. En las enfermedades asociadas a deficiencia de 5-
MTHF y de vitaminas Bg y/o B4> coexiste HHcy, siendo el aporte de estos sustratos sus
principales blancos terapéuticos'#*'%°.

9.2.4 Factores ambientales

La HHcy como FRECV constituye uno de los fenotipos de riesgo inherentes a los
fumadores'®. La HHcy yace como efecto aterogénico afiadido a los efectos perniciosos
del tabaco (tanto en fumadores activos como pasivos)'®. Simultaneamente, el tabaquismo

inhibe la eNOS'®.
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9.2.5 Enfermedades asociadas a hiperhomocisteinemia
En la tabla 6, se describen diversas patologias relacionadas con HHcy e incremento

del riesgo cardiovascular®®.

Tabla 6. Entidades que cursan con incremento de homocisteina'*>*"*

Enfermedades que causan déficit de acido félico y vitaminas del complejo B*

Enfermedades digestivas

Esprue tropical, enteropatia por gluten, reseccién intestinal o gastrica amplia, enfermedad de Crohn, colitis
ulcerativa, enteropatia diabética, infeccion por Helicobacter Pylori

Alteraciones hepaticas incluyendo la enfermedad hepatica de origen alcohdlico

Complicaciones de la gestacion

Trombosis venosa profunda, aborto recurrente espontaneo, preeclampsia, abruptio placentae

Afecciones neurologicas, psiquiatricas y neurodegenerativas201

Demencia, autismo, esquizofrenia, depresion, defectos del tubo neural

Enfermedades sistémicas’®'*>%%

Diabetes mellitus, insuficiencia renal cronica, hipotiroidismo, neoplasias y leucemias, enfermedades
autoinmunes como el lupus eritematoso sistémico, la artritis reumatoide y la psoriasis

Sindromes genéticos'*>'®

Déficit de cistationa 8 sintasa (CBS), metionina sintasa (MS) y metionina sintasa reductasa (MSR)
Polimorfismo C677T de la enzima 5,10 metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR)

Sindrome de Down®*®
Trasplante de érganos
*En la tabla 6, se exponen las causas mas frecuentes de deficiencia de folatos'*°.

145,150

9.2.6 Medicamentos asociados a hiperhomocisteinemia
Diversos farmacos incrementan la concentracion de Hcy. Al margen se describen

algunos de ellos (Tabla 7).

Tabla 7. Medicamentos que incrementan la homocisteina'*>'%% 2%

Antifolatos

Trimetoprim

Antimetabolitos e inmunosupresores

Sulfazalazina, metrotexate

Anticonvulsivantes

Fenitoina, carbamazepina, fenobarbital, acido valpréico
Metilxantinas'®"'

Cafeina y otras metilxantinas
Andrégenos
Hipolipemiantes204

Acido nicotinico, fibratos
Antidiabéticos orales®”
Metformina

Antihipertensivos y diuréticos
Anestésicos

Oxido nitroso®”’

*Algunos antihipertensivos y diuréticos aumentan la concentracion de homocisteina, a diferencia de los
bloqueantes de los receptores B adrenérgicos y de los inhibidores de la enzima convertidora de
angiotensina (IECA) que la disminuyen.

%206
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9.2.7 Otros factores relacionados con hiperhomocisteinemia

El nexo existente entre el incremento de la concentracion plasmatica de Hcy y la
iatrogenia secundaria al uso y abuso de medicamentos representa una causa frecuente y
relevante de HHcy como FRECV?*,
9.3 Valores de referencia de la homocisteina

La tHcy depende del balance entre la produccién y el metabolismo de la Hcy. La Hey
plasmatica se encuentra en el 99% en su forma oxidada y el 1% en forma reducida. En el
plasma humano existen una variedad de Hcy inestables: Hcy unida a proteinas, Hcy como
compuestos disulfuro y Hcy como compuestos sulfhidrilo™. Aproximadamente el 80-90%
de la Hcy plasmatica se encuentra unida a las proteinas (bHcy), en particular a la albumina
(su mayor reservorio plasmatico). La mitad de la bHcy esta unida a las proteinas mediante
puentes disulfuro y la otra mitad a través de enlaces amida (mas estables). No obstante,
cuando nos referimos al total de la sangre (no al plasma uUnicamente), esta proporcién solo
alcanza el 22%, ya que el mayor pool de Hcy (75%) esta constituido por la hemoglobina. El
1% de la Hcy se encuentra en la grasa como Hcy libre (fHcy) u Hcy no unida a proteinas.
El resto de la Hecy (10-20%) circula como compuestos intermedios de su metabolismo. El
grupo sulfhidrilo (SH o tiol/thiol) de la Hcy se une mediante puentes disulfuro a otra Hcy
formando homocistina (Hcy-S-S-Hcy), a la cisteina conformando disulfuros de
homocisteina-cisteina (Hcy-S-S-Cys) y a otros grupos SH de diversas proteinas
plasmaticas.

La suma de los diferentes tipos de Hcy conforma lo que conocemos como tHcy. Las
técnicas de laboratorio actualmente disponibles detectan en conjunto los diferentes tipos

73,150
Y el

de Hcy, expresandola como tHcy en pymol/L. Segun la opinidon de los expertos
rango normal de tHcy oscila entre 5-15 pymol/L, aunque algunos autores consideran HHcy

al rango de tHcy superior a 12 pmol/L™*.

95



Marco conceptual

tHey = bHey + fHey, en donde:
HHey es homocisteina (Hey) plasmdtico total
bHey es Hey wnida a proteinay

fHey es Hey libre (Hey no- unida a proteinas)

En circunstancias fisioldgicas existe equilibrio en la redistribucion de la fHcy y la bHcy.
Se desconoce el mecanismo mediante el cual la Hcy abandona la célula, si bien se ha
descrito un sistema transportador para la Hcy. El grupo amino de la Hcy-T posee una
constante pK (constante de equilibrio) inusualmente baja (~7.1) que le permite reaccionar
a pH (pondus hydrogenii/potentia hydrogenii) fisiolégico como molécula neutra y rebasar
libremente la membrana celular. Los rifiones son responsables del aclaramiento de mas
del 70% de la Hcy, siendo la funcion renal determinante esencial de su concentracién
plasmatica. Existe relacion directa entre la concentracion de creatinina sérica y la tHcy
tanto en personas sanas, como en individuos con ECV'8.
9.4 Homocisteina y estrés oxidativo
9.4.1 Especies reactivas de oxigeno y especies reactivas de nitrégeno

La HHcy estimula la NADPH oxidasa y la iINOS aumentando la produccion de
radicales superdxido en los vasos sanguineos (arterias coronarias). La HHcy moderada
altera la funcioén de las enzimas antioxidantes intracelulares como la superéxido dismutasa
y la glutation peroxidasa. La autooxidacion de Hcy hacia homocistina y la oxidacién de Hcy
a Hcy-T generan ROS, contribuyendo a explicar la toxicidad vascular de la Hcy. La HHcy
aumenta la ADMA y por ende las ROS. Adicionalmente, la HHcy promueve falta de
acoplamiento enzimatico de la eNOS. Todos estos factores incrementan la produccion de
radicales superoxido, los cuales reaccionan con el NO para formar radicales peroxinitrito y
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otras especies reactivas derivadas del nitrégeno (RNS), disminuyendo la biodisponibilidad
de NO" y alterando el endotelio vascular'®.
9.4.2 Homocisteina y senalizaciéon redox

La via de la sefializacion redox representa el proceso celular mediante el cual los
radicales libres, las ROS y las RNS (las cuales se activan mediante transferencia de
electrones) intervienen como mensajeros en los diferentes sistemas biolégicos. El estado
prooxidativo inducido por la HHcy favorece diferentes mediadores de la inflamacion (como
el NF-kB) responsables de la transcripcion de multiples genes proinflamatorios. Los
estudios en cultivos celulares han mostrado que el estrés oxidativo y la Hcy per se
producen un efecto mitogénico en las VSMC. Ademas, la Hcy promueve la oxidacion de
las LDL y la expresion del receptor LOX-1 (lectin-like oxidized low-density lipoprotein
scavenger receptor) en la superficie celular, favoreciendo la formacion de células
espumosas y la ATS. La alteraciéon en la via de la sefializaciéon redox ejerce diversos
efectos aterogénicos en el endotelio vascular'.
9.5 Homocisteina, eNOS, ADMA, DDAH y funcion endotelial

La Hcy incrementa el riesgo cardiovascular como resultado de su efecto deletéreo
sobre la funciéon endotelial. La relacién entre Hcy, y disfuncidon endotelial es en gran
medida dependiente del acoplamiento enzimatico de la eNOS. La Hcy altera la expresion
de la eNOS, interfiriendo con la via de la sefalizacion redox a nivel intracelular. A su vez,
el estrés oxidativo promovido por la HHcy genera degradaciéon oxidativa del NO°,

contribuyendo a la disfuncién del endotelio vascular™>'® (

Figura 28). Aunque existen
evidencias contundentes que relacionan la HHcy extrema, el estrés oxidativo y la
disfuncién del endotelio’®, desconocemos en qué medida la Hey (en rangos fisioldgicos)
interviene en la funcion vascular y/o en la génesis de las ECV, ya que los resultados de los

estudios de asociacién son contradictorios %%,
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Figura 28. Homocisteina, folatos y ADMA. El acido folico abastece el pool de tetrahidrofolato (THF) y
disminuye la concentracion de homocisteina (Hcy) mediante la remetilacion de Hcy a metionina (Met),
disminuyendo la S-adenosil-homocisteina (SAH). No obstante, el acido félico incrementa la reserva intracelular
de S-adenosil-metionina (SAM) la cual favorece la sintesis de ADMA (dimetilarginina asimétrica). La ADMA
promueve falta de acoplamiento e inhibicién de la sintasa del 6xido nitrico endotelial (eNOS), incremento de
anion superoxido (O2) y disminucién de la biodisponibilidad de 6xido nitrico (NO’) alterando la funcién del
endotelio vascular. Las dimetilarginina dimetilaminohidrolasas (DDAH) degradan la ADMA. Sin embargo,
diversos productos del metabolismo oxidativo (incluyendo el estrés oxidativo promovido por la Hcy) alteran las
DDAH. PRMT (N-metiltransferasa de la L-arginina). Adaptada de: Maron BA, Loscalzo J. Annu Rev Med.
2009;60:39-54'“® y Palm F, et al. Am J Physiol Heart Circ Physiol. 2007;293:3227-3245""".

A nivel experimental, la HHcy disminuye la L-arginina (sustrato indispensable para la
actividad de la eNOS y precursora del NO") en las células endoteliales, generando falta de
acoplamiento enzimatico de la eNOS. La conversion de Met a Hcy activa la N-
metiltransferasa de la L-arginina (PRMT) responsable de la metilacién de la L-arginina
hacia ADMA. El aporte exdégeno de Met incrementa la concentracion de ADMA. A su vez,
el estrés oxidativo (incluyendo el proceso oxidativo promovido por la Hcy) disminuye la
actividad de las DDAH, las enzimas implicadas en la degradaciéon metabdlica de la ADMA.
En la HHcy el aumento de la produccion de ADMA y su menor catabolismo incrementan su
concentracion. La ADMA inhibe la eNOS alterando la biodisponibilidad de NO y la funcién

del endotelio vascular.
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Adicionalmente, el estrés oxidativo y la respuesta inflamatoria propia de la HHcy oxida
la tetrahidrobiopterina (BH,), cofactor primordial de la eNOS''*° (Figura 28). En
diferentes nosologias que cursan con HHcy, incremento del estrés oxidativo y alteraciones
vasculares, coexiste menor biodisponibilidad de BH,4, ya que el BH4 es susceptible a la
degradacién oxidativa?*?®. Debido a que la HHcy incrementa la ADMA, se habia inferido
que la disminucion de Hcy reduciria la ADMA. Sin embargo, la reduccion de Hcy (mediante
el aporte de folatos) no disminuye la ADMA, ya que los folatos aumentan el pool de
Met*>'®" ‘incrementando la conversién de L-arginina a ADMA™2% (Figura 28).

Se ha descrito relacion entre disfuncion microvascular del lecho coronario y Hcy en
individuos sanos, aunque dicha evidencia es contradictoria en la HHcy moderada.
Antoniades y cols.”™, reportaron que en la HHcy crénica en los humanos esta aumentada
la endotelina-1 (ET-1), una molécula vasoconstrictora involucrada en la aterogénesis. Por
el contrario, en la HHcy aguda (experimental) inducida por Met, estos autores no
confirmaron dicho hallazgo.Como consecuencia de estos hechos, los investigadores
sefalaron que el incremento de ET-1 representa un factor anadido a la HHcy, como causa
de disfuncion endotelial en los humanos. No obstante, los investigadores senalan la
necesidad de realizar estudios destinados a la busqueda de mecanismos adicionales
mediante los cuales la HHcy altera el endotelio vascular.

9.6 Homocisteina y trombosis

La relacion entre homocistinuria y trombosis vascular esta suficientemente
documentada™?. La HHcy severa constituye un predictor independiente de los estados
protrombético y disfibrinolitico'*'®. Pese a ello, esta circunstancia no es tan evidente en
la HHcy leve o moderada. Algunos autores'® afirman que es poco probable que la
variacién de la Hcy (en rangos fisioldgicos) se acompane de diferencias relevantes en la
homeostasia de la coagulaciéon sanguinea. Se han descrito varios mecanismos que

explican el vinculo entre el estado procoagulante y la HHcy' (Tabla 8).
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Tabla 8. Mecanismos que relacionan la hiperhomocisteinemia y la trombosis

Lesion oxidativa del endotelio aunada a la pérdida de los efectos protectores del 6xido nitrico

Pérdida de los mecanismos fisioldgicos antitromboticos

Activacién de la agregacion plaquetaria como consecuencia de la lesion oxidativa del endotelio
Disminucion de la expresion de trombomodulinas

Activacion de la proteina C y la antitrombina Ill

Incremento de la expresion del factor tisular en las células endoteliales

Aumento de la expresién de los factores de la coagulacion IV, X y XII

Incremento de la actividad plaquetaria mediante el aumento del ligando CD-40 en el plasma
Disfibrinogenemia y alteracién de la fibrindlisis

Lligando CD-40 (complejo perteneciente a la superfamilia del TNF formado por una proteina estructural
transmembrana y una molécula soluble de adherencia tisular); TNF (factor de necrosis tumoral).
Informacion tomada de: Antoniades C, et al. Eur Heart J. 2009;30:6-15150.

9.7 Homocisteina, folatos y funcién vascular

Los folatos y las vitaminas Bg y B4, mejoran significativamente la biodisponibilidad de
NO’ y la funcién del endotelio vascular, al reducir la concentracion de Hcy“gg. Si bien,
algunos estudios evidencian que el acido félico per se mejora la funcién vascular con
independencia de su accion sobre la Hey?®.

Los hallazgos de Antoniades y cols.'®

, sefalan que el acido félico y el 5-MTHF
ejercen efectos directos sobre la pared de los vasos sanguineos (mejorando la funcion del
endotelio), ya que la estructura molecular del 5-MTHF es similar a la del BH4. En pacientes
sometidos a CRC, el 5-MTHF aumenta la biodisponibilidad de NO™ y disminuye la
produccion de radicales superoxido en los injertos vasculares (arteriales y venosos) con
independencia de su actividad sobre la Hcy. El beneficio del 5-MTHF en la actividad
endotelial se atribuye a su capacidad para eliminar los radicales peroxinitrito (la principal
forma oxidada del BH,4 in vivo), aumentando la biodisponibilidad del BH, en la pared
vascular. Adicionalmente, el 5-MTHF incrementa la dimerizacion, la actividad y el
acoplamiento de la eNOS, mejorando la funcién vascular en pacientes con ATS avanzada
(Figura 29).

Varios trabajos avalan el efecto de los folatos y particularmente de las vitaminas Bg y

B1, en la regresién de la placa aterosclerética?’®. Los estudios de Antoniades y cols.™,
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sefalan que el acido félico (a dosis bajas) mejora la distensibilidad de la aorta y de la
arteria carétida en los humanos, ademas de generar efectos cardioprotectores por
diferentes vias: 1. Preservacion de los fosfatos de alta energia. 2. Acoplamiento
enzimatico de la eNOS. 3. Restablecimiento de la sefializacién redox. 4. Disminucion de la

muerte celular del tejido miocardico.

Figura 29. Homocisteina, folatos y aterosclerosis El acido félico incrementa la concentracion de 5-MTHF en
el plasma, aunque a nivel intracelular dicha acciéon es apenas modesta. En el endotelio vascular, el 5-MTHF
disminuye la concentracion de Hcy intracelular y la produccion de superéxidos (O27) por mediacion de la
NADPH oxidasa y de la iNOS (sintasa inducible del oxido nitrico). EI 5-MTHF elimina los peroxinitritos
(ONOQ"), disminuyendo asi la oxidacién de la tetrahidrobiopterina (BH4), mejorando el acoplamiento de la
sintasa endotelial del 6xido nitrico (eNOS), la sefalizacion redox a nivel vascular y la funcion endotelial. La
enzima MTHFR utiliza el tetrahidrofolato (THF) como sustrato para la sintesis del 5-MTHF enddgeno. El 5-
MTHF se transforma nuevamente en THF y simultaneamente la homocisteina (Hcy) se metaboliza hacia Met
(Figura 34). La conversion de Met (metionina) a Hey activa la PRMT (N-metiltransferasa de la L-arginina),
encargada de la metilaciéon de la L-arginina (L-arg), formando dimetilarginina asimétrica (ADMA). La ADMA
inhibibe la eNOS (Figura 37). La disminucion de la Hcy en el higado, reduce la sintesis de factores
proaterogénicos e incrementa la produccién de factores antitromboticos. NADPH oxidasa (nicotinamide
adenine dinucleotide phosphate oxidized); VSMC (célula muscular lisa de los vasos sanguineos). Tomada con
modificaciones de forma de: Antoniades C, et al. Eur Heart J. 2009;30:6-15150.

9.8 Homocisteina, folatos y evolucion clinica

En la HHcy crénica el aporte de folatos disminuye la predisposicion a la trombosis,
favorece los mecanismos de defensa antioxidantes y disminuye los marcadores del estrés
oxidativo'™. A pesar de ello, a la luz actual los estudios clinicos randomizados no han
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demostrado que la disminucion de la Hcy se traduzca en beneficios en la prevencion
secundaria de las ECV'®®'®® En consecuencia, se ha concluido que el suplemento de
folatos con el objeto de aminorar la concentracién de Hcy no reduce el riesgo
cardiovascular’’"?'?. Aunque el aporte de folatos y de vitaminas Bg y B, reduce la Hcy,
todavia es objeto de estudio que personas se benefician de dicha pauta’.

Se han propuesto diversas explicaciones a la inconsistencia encontrada entre los
estudios epidemioldgicos y los estudios de intervencién sobre el aporte de folatos en la
dieta™";

1. La enfermedad vascular aterotrombdtica se genera como consecuencia de la
alteracion de multiples vias de la sefializacién celular, generando cambios en la
arquitectura y en la funcion de las células en un periodo tiempo largo. Se argumenta que
no es factible establecer el riesgo atribuible de la HHcy leve en la aterogénesis
exclusivamente en base a los estudios observacionales. Se ha propuesto optimizar la
Odds que garantice la adecuada seleccion de los pacientes que requieren intervencion con
folatos mediante la valoracion del umbral de Hcy (aquella concentracion de Hcy que
produzca el estimulo suficiente para producir el efecto) por encima del cual, el riesgo
atribuible a la Hcy (en la progresién de la enfermedad vascular) sea sustancial y
modificable'®.

2. La diversidad de los efectos biolégicos de los folatos ocasiona resultados contrarios
a los esperados en el intento de reducir la concentracién de Hcy mediante su aporte
exégeno. En esta direccidn, una explicacion propuesta se fundamenta en la relacién
existente entre Hcy y metilacién celular®®'®'. Los folatos favorecen la remetilacion de Hcy a
Met (aumentando el pool de Met), disminuyendo la SAH e incrementando la SAM. La SAM
regula las reacciones de metilacion a nivel celular.

Adicionalmente, el aporte de folatos favorece la via de la metilacion celular,

ocasionando: a. Metilacion de los residuos de arginina e incremento de ADMA. b.
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Alteracion del potencial de metilacion a nivel celular y de la expresién génica mediante la
hipermetilacién del promotor de varios genes proaterogénicos. c. Aumento de la expresion

de diversas moléculas proaterogénicas en las células del endotelio vascular'**'*°

(Figuras
25y 28).

3. Una tercera explicacion planteada se deriva de la accion de los folatos sobre la
sintesis de la timidina, al estimular la proliferacion de las células en la neointima de los
vasos sanguineos, acelerando el proceso aterosclerético en individuos con ATS
preexistente’®. Este hecho obedece a que los folatos son esenciales para la sintesis del
DNA vy la proliferacién celular™>'*°. Como consecuencia de esta particularidad, se ha
reportado incremento no significativo en la incidencia de neoplasias en relacion con la
intervencion con folatos para reducir la Hey'%%'612%3,

4. Se presume que algunas especies altamente reactivas derivadas de la oxidacién de
la Hcy (como los enlaces no protéicos) pudiesen ser mejores indicadores de la estimacion
del riesgo cardiovascular que la Hcy per se. La oxidacién de la Hcy puede derivar en la
formacion de grupos disulfuro unidos a la propia Hcy o favorecer su unién a otros grupos
SH aumentando las ROS, alterando la sefalizacién redox y la funcion antioxidante de
ciertas enzimas'*®, como la glutatién peroxidasa 1. Se ha inferido que derivado de estos
hechos se altera el fenotipo de las células del endotelio vascular.

Existe evidencia cientifica de que la Hcy-T y la N-Hcy-p constituyen procesos afines a

la toxicidad de la Hcy en el endotelio vascular humano'’™

(Figura 30). Es perentorio
esclarecer si las especies reactivas derivadas de la oxidacién de la Hcy, son mejores

indicadores del riesgo cardiovascular que la Hcy misma'®.
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Figura 30. Auto-oxidacion de la homocisteina. Margen superior. Bajo condiciones de oxidacién como
sucede en el plasma, la homocisteina (Hcy) “sufre” un proceso de autooxidacion formando homocistina (Hcy-S-
S-Hcy) y/o Hey unida a ofros grupos disulfuro. En condiciones de acidificacion, la Hcy forma homocisteina
tiolactona (Hcy-T). Los radicales hidroxilo (OH™, OH") y el anién superdxido (O2°7), son productos generados en
estas reacciones que luego se convierten en peréxido de hidrégeno (H202) por accion de la superdxido
dismutasa (SOD). La Hcy favorece el estrés oxidativo alterando la expresion de la glutatién peroxidasa 1 (Gpx-
1), una enzima antioxidante que convierte el H202 en agua (H20). Margen inferior. Las especies reactivas de
oxigeno (ROS) formadas por la Hcy alteran la biodisponibilidad de 6xido nitrico (NO") ya que: 1. Disminuyen
los cofactores esenciales de las sintasas del 6xido nitrico (NOS) como la tetrahidrobiopterina (BH4). 2.
Convierten el NO® en peroxinitrito (ONOO~) provocando muerte celular. eNOS (sintasa endotelial del éxido
nitrico); oxidacion (pérdida de electrones o incremento del estado oxidativo de una molécula, atomo o i6n);
reduccion (ganancia de electrones o disminuciéon del estado oxidativo de una molécula, atomo o i6n). H
(hidrégeno); C (carbono); O (oxigeno); N (nitrégeno); R-SH (compuestos que contienen grupo sulfhidrilo
(SHttiol o thiol); S (azufre); HCI (cloruro de hidrogeno). Grafica adaptada de: Maron BA, Loscalzo J. Annu Rev
Med. 2009;60:39-54'*. Imagen en aguada (microfotografia de la célula del endotelio vascular) reproducida de:
Badimon L. Proteccion Vascular. El Endotelio como Diana Terapéutica. X Reunion del Grupo de Trombosis
Cardiovascular de la Sociedad Espafiola de Cardiologia. http:// www.gtcv.org/.

5. El aporte de acido folico disminuye gradualmente la concentracion de Hcy y los

autoanticuerpos contra las N-Hcy-p en las personas sanas®'® (

controles), a diferencia de
los individuos con EC en quienes este efecto no se consigue?'®. Estos hallazgos sugieren

que una vez formados los antigenos (N-Hcy-p) se promueve la respuesta del anticuerpo.
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Luego, el dafio crénico causado a las proteinas por la N-Hcy-p no revierte facilmente en
los pacientes con EC'®. En las personas con EC y ACV el analisis de los autoanticuerpos
contra las N-Hcy-p revelan que la autoinmunidad promovida por la Hcy es refractaria al

215,216

aporte de acido félico en los individuos con ATS establecida Por consiguiente,

aunque la intervencion con folatos sea beneficiosa en prevencion primaria, esta medida
resulta ineficaz en la prevencién secundaria de las ECV'*%'¢",

Todos los mecanismos enunciados con antelacidon explicarian al menos en parte el
fracaso de la terapia con folatos en la prevencion del riesgo cardiovascular en los estudios
clinicos de intervencion que pretenden reducir la Hey plasmatica’®. Como consecuencia
de estos hechos la evidencia actual no avala la terapia farmacolégica con folatos en la
poblacion general?’’?'?. Segln los expertos, se recomienda el aporte de folatos y de
vitaminas Bs y B> en presencia de HHcy moderada/severa, ya que esta condicion

promueve la ATB'"51%°

. Persiste incertidumbre respecto a la indicacién del aporte de
folatos en los individuos con HHcy leve/moderada. El debate alusivo al beneficio de dicha
pauta en la prevencion primaria y secundaria de las ECV en personas con Hcy plasmatica
en rango fisiolégico, sigue abierto. Algunos autores'® insisten en que el tratamiento con
bajas dosis de folatos disminuye el riesgo cardiovascular, si bien subrayan que es
improbable que los folatos (a dosis altas) logren efectos beneficiosos aditivos en individuos
que presentan Hcy en rangos normales.

La HHcy en presencia del genotipo C677T MTHFR debe tratarse con 5-MTHF por via
oral, ya que este compuesto no precisa reconversién por parte de la enzima MTHFR. Los
individuos con HHcy severa que no responden a las pautas adecuada de folatos requieren
restriccion de Met en la dieta y suplemento de cisteina. Las personas que no responden a

la vitamina Bg necesitan adicionalmente acido félico y vitamina B, ya que estas vitaminas

son cofactores esenciales en el metabolismo de la Met. También se ha utilizado como
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terapia coadyuvante los donantes de grupos metil (como la betaina, la colina y la
creatina), ya que promueven la remetilacion de la Hcy a Met'#>'%"-

Existe consenso en que se requieren estudios adicionales que aporten resultados
mas categoricos al evaluar la intervencion de los folatos sobre la concentracion de Hcey, y
las ECV'*°?'2_ Se ha subrayado la necesidad de realizar estudios clinicos a mayor escala
en la poblacion general que evallen los efectos del tratamiento con bajas dosis de folatos
en relacién con el riesgo cardiovascular'®. Aunque no existe suficiente informacion que
ratifique la bondad del tratamiento de la HHcy moderada frente al riesgo cardiovascular,
existe anuencia general en que las estrategias que disminuyan la concentracion de Hcy
(causa dependiente), no son perjudiciales. Asimismo, se ha estipulado que las estrategias
que favorecen la eliminacion renal de Hcey, reducen la concentracion de ADMA y aumenten

la concentracion intracelular de 5-MTHF (al optimizar el metabolismo intracelular de la

Hcy) constituyen blancos terapéuticos prometedores.

10. Enfermedad vascular mediada por la homocisteina tiolactona

En el interior de las células tras un error de edicion durante la sintesis protéica,
cuando se selecciona equivocamente Hcy en lugar de Met, mediante ciertas aminoacil-
tRNA sintasas (MetRS), se genera Hey-T'*® (Figura 31). La incorporacién de Hcy a través
de las MetRS representa un mecanismo de proteccién celular frente a la incorporacion de
aminoacidos desconocidos a las proteinas. Sin embargo, el coste metabdlico de este
proceso para el organismo es la sintesis de Hcy-T. Un compuesto altamente reactivo y
téxico para las células que altera la estructura y la funcién protéica mediante la Hey-p'”°.
Un factor preservador en este sentido, lo constituye la mayor afinidad de las MetRS hacia

la Met, que hacia la Hcey (relacién 100:1).
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El proceso de edicion de Hcy requiere ATP. Por consiguiente, la HHcy implica un
elevado coste energético, promoviendo un efecto proapoptético de tipo oxidativo en las

células.

Figura 31. Incorporacion de homocisteina a las proteinas. Mecanismo a través del cual la homocisteina
(Hcy) se adhiere a las proteinas en los lugares usualmente ocupados por metionina (Met). NO™ (6xido nitrico);
MetRS (aminoacil-tRNA sintasas); tRNA (RNA de transferencia); RNA (acido ribonucléico); R-SH (compuestos
que contienen grupo sulfhidrilo (SH/tiol o thiol); R-S-NO™ (S-nitrosotiol); S (azufre); Hcy-T (homocisteina
tiolactona); H (hidrogeno); C (carbono); O (oxigeno). Modificada de: Bettowski J. Postepy Hig Med Dosw
(online). 2005:59:392-404'° y Masella R, et al. Glutathione and sulfur amino acids in human health and
disease. 2009'"®.

EI NO" en proporciones fisiolégicas neutraliza la Hcy, formando S-nitroso-
homocisteina (S-nitroso-Hcy), la cual actua sobre las plaquetas, generando una accion
antitrombdtica. La Hcy se involucra erroneamente durante la sintesis protéica
exclusivamente si la Hcy se transforma mediante el proceso de nitrosacion hacia S-nitroso-
Hcy, uno de los nitrosotioles mas estables del plasma. Este proceso se genera en
presencia de altas concentraciones de NO" y de RNS. La S-nitroso-Hcy no se edita hacia
Hcy-T. El 50% de la incorporacién de Hcy a las proteinas se produce por esta via y la otra

T18,19,146 (

mitad, se genera como consecuencia de la elevada reactividad de la Hcy- Figuras
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31y 32). La hipotesis de la Hey-T propuesta por Jakubowski“'* en 1997, establece que la
conversién de Hcy a Hcy-T favorece la toxicidad de la Hcy originando cambios
proaterogénicos en el endotelio vascular. La Hcy-T es mas tdxica a las células que la Hecy
per se. El perfilamiento de las técnicas de alta sensibilidad en quimica e
inmunohistoquimica ha permitido contrastar esta hipotesis en la fisiopatologia del sistema
vascular, particularmente en aquellas entidades que predisponen a la aterogénesis, como

la HHcy (Figura 33).

Figura 32. Formacion de homocisteina tiolactona. En el interior de las células, tras un error de edicion
durante la sintesis protéica, al seleccionar erroneamente homocisteina (Hcy) en lugar de Metionina (Met),
mediante ciertas aminoacil-tRNA sintasas (MetRS) se genera homocisteina tiolactona (Hcy-T). Esta via
requiere de la participacion de ATP (adenosintrifosfato) formando Hcy-AMP. La Hcy captada erroneamente
durante la activacion de los aminoacidos no se transfiere al tRNA y se transforma en Hcy-T. PPi (pirofosfato
inorganico); SH (grupo sulfhidrilo/tiol o thiol); AMP (monofosfato de adenosina); S (azufre); H (hidrogeno); NH-
(grupo amin%); C (carbono); O (oxigeno). Modificada de: Jakubowski H. J Physiol Pharmacol. 2008;59(Suppl
9):155-167 ™.
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Figura 33. Hipétesis fisiopatologica de la enfermedad vascular mediada por la homocisteina tiolactona.
Hcy-T (homocisteina tiolactona); 5,10-MTHF (5,10-metiltetrahidrofolato); THF (tetrahidrofolato); MTHFR
(metilentetrahidrofolato  reductasa); 5-MTHF (5-metiltetrahidrofolato); MS (metionina sintasa); B2
(cianocobalamina); Met (metionina); Hcy (homocisteina); CBS (cistationa ( sintasa); Be (piridoxina); Cys
(cisteina); MetRS (aminoacil-tRNA sintasas); BLH (bleomicina hidrolasa); paraoxonasa 1 (PON1); N-Hcy-p (N-
h;)mocisteimlﬁizacién de las proteinas). Modificada de: Jakubowski H. J Physiol Pharmacol. 2008;59 (Suppl
9):155-167 ™.

10.1 Homocisteinilizacién de las proteinas

La Hcy-p es el proceso quimico mediante el cual la Hcy se une a las proteinas. Este
fenomeno ha sido estudiado fundamentalmente in vitro. Se desconoce su relevancia en
estudios in vivo. La Hcy-T posee un grupo de enlace SH de alta energia. Este grupo
sulfidrilo le confiere gran reactividad y capacidad para alquilar o acilar diferentes

146

aminoacidos (en especial la lisina y la cisteina) mediante el proceso de Hcy-p ™ (Figuras

34y 35).
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Figura 34. N-homocisteinilizacion de las proteinas (N-Hcy-p). La homocisteina (Hcy) se une a las proteinas
(p), mediante el proceso de homocisteinilizacién (Hcy-p). La magnitud de la Hcy-p depende fundamentalmente
de la produccién de homocisteina tiolactona (Hcy-T). La hiperhomocisteinemia (HHcy) aumenta la produccion
de Hcy-T, mientras que la metionina (Met) la disminuye. La Hcy formada a partir del ciclo de la Met (Figura 34),
se metaboliza por la via SAM/SAH (S-adenosil-metionina/S-adenosil-homocisteina). tRNA (RNA de
transferencia): acido ribonucléico (RNA) encargado de transportar los aminoacidos a los ribosomas y
ordenarlos a lo largo de la molécula del mRNA (RNA mensajero), a la cual se unen por medio de enlaces
peptidicos para formar proteinas durante la sintesis protéica; NH2 (grupo amino); S (azufre); C (carbono); O
(oxigeno); H (hidrégeno); N-Hcy-p (N-homocisteina unida a proteinas).

El proceso de Hcy-p se produce de diferentes modos: cuando la homocisteinilizacion
de las proteinas se realiza a nivel de los enlaces isopeptidicos que contienen residuos de
cisteina, nos referimos a la S-homocisteinilizacion de las proteinas. De otro lado, hacemos
alusién a la N-Hcy-p, cuando dicho proceso modifica los enlaces isopeptidicos de las
proteinas que contienen residuos de lisina (Figura 35). La incorporacién de Hcy a las
proteinas durante la Hcy-p se establece mediante puentes disulfuro en la S-Hcy-p,

mientras que en la N-Hcy-p, se efectia mediante enlaces amida (mas estables).
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Figura 35. Estructura de las proteinas S/N homocisteiniladas. Margen superior y centro. En las proteinas
S-homocisteiniladas (S-Hcy-p) el grupo sulfhidrilo (grupo SH o tiol/thiol) de la homocisteina (Hcy) se une
mediante puentes disulfuro a nivel del residuo de cisteina de la proteina. En las proteinas N-homocisteiniladas
(N-Hcy-p) el grupo carboxilo de la Hcy se une mediante enlaces amida a la cadena lateral del grupo amino
(NHz2) a nivel del residuo de lisina de la proteina. El 6valo representa las proteinas. N (nitrégeno); H
(hidrégeno); S (azufre); C (carbono); O (oxigeno); Hcy-T (homocisteina tiolactona); CH, (grupo funcional
metileno o meteno). Modificada de: Jakubowski H. J Biol Chem. 2000;275:3957-3962°"%, Margen inferior.
Reaccion de la Hey-T (matizada en rojo) con los grupos amino € (NHz), a nivel de los residuos de lisina de las
proteinas. Modificada de: Beftowski J. Postepy Hig Med Dosw (online). 2005;59:392-404"7°.

10.2 Metabolismo de la homocisteina a través de la homocisteina tiolactona

La Hcy-T se genera en el interior de las células y su concentracion plasmatica oscila
entre 0 y 35 nM, lo que representa ~0.002-0.29% de la tHcy. La Hcy-T se une a las
proteinas a pH y temperatura fisioldgicas. A diferencia de la eliminacion de Hey (~0.1-0.3%
respecto a la creatinina), el aclaramiento renal de Hcy-T puede incrementarse ~20-700%.

En estudios in vitro se ha demostrado que la formacion de Hcy-T y de N-Hcy-p, es
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directamente proporcional a la tHcy e inversamente proporcional a la concentracién de
Met. En la HHcy se encuentra aumento en la concentracion plasmatica de Hcy-T. En los
humanos, tanto la Hcy-T, como la N-Hcy-p se correlacionan con la tHcy.

La alteracion genética de diferentes enzimas (MTHFR, MS, CBS), el aporte
insuficiente de 5-MTHF y los farmacos antifolatos, al interferir con las reacciones de
remetilacion y/o de transulfuracion de la Hcy favorecen su metabolismo hacia Hcy-T,
aumentando los niveles de Hcy-T y de N-Hcy-p. Por el contrario, el aporte de acido félico
(al reducir la relaciéon Hcy/Met), reduce ambos compuestos. Adicionalmente, la actividad
homocisteina tiolactonasa (HTasa) de la PON1, disminuye la concentracién de N-Hcy-p
(Figura 24). Este hecho es particularmente relevante, ya que diferentes estudios in vitro,
sugieren que en determinadas situaciones fisiolégicas la N-Hcy-p esta mediada por la
conversién metabdlica de la Hey en su correspondiente lactona'®. Luego, la detoxificacion
de Hey-T constituye un mecanismo vital para el organismo?®'. La actividad enzimatica de la
hidrélisis de esta lactona es competencia de la enzima PON'®. Jakubowski y cols.?,
demostraron que la actividad de la hidrdlisis de la Hcy-T difiere en virtud de los
polimorfismos del gen PON1. Estas variantes génicas afectan la funcién de la enzima
PON12", incluyendo su actividad HTasa?*° (Figura 33).

Se conocen dos enzimas con capacidad para hidrolizar la Hcy-T: 1. A nivel

1220221 2. A nivel intracelular, la

extracelular, la actividad HTasa de la enzima PON
actividad HTasa/bleomicina hidrolasa (BLH)?*2. La BLH, denominada asi por su capacidad
para hidrolizar la bleomicina, fue estudiada inicialmente en el contexto de la terapia
antineoplasica. En los estudios in vitro, la actividad HTasa de la PON1 protege al
organismo contra la N-Hcy-p'*® (Figura 33). En modelos experimentales murinos, la HHcy

disminuye la expresién de la PON1. En los humanos, la HHcy altera la actividad HTasa de

la PON1??' y favorece el desarrollo de las ECV?2%?%,
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10.3 N-homocisteinilizacion de las proteinas

La N-Hcy-p se descubri6 inicialmente en los fibroblastos humanos y en las células
endoteliales. No obstante, se ha descrito este hallazgo en practicamente todas las
proteinas del organismo. Esta modificacidn postrasduccional, a mas de alterar las
propiedades estructurales y funcionales de las proteinas, altera la afinidad hacia sus
ligandos o hacia otras proteinas. Se ha reportado en modelos murinos el fendmeno de N-
Hcy-p en la HHcy y en las placas de ateroma inducidas experimentalmente. Las proteinas
con dominios EGF (epidermal growth factor) en la MEC (como la fibrilina), los factores de
la coagulacién y los receptores LDLR, presentan mayor susceptibilidad a la
homocisteinilizacion. Se ha evidenciado N-Hcy-p en: la apo-A1 (HDL), las LDL, la PON1 y
las DDAH, afectando sus actividades pleiotropicas y antiaterogénicas. La
homocisteinilizacién de la PON1, promueve un mecanismo de retroalimentacion positivo
que incrementa la Hey-T y la N-Hcy-p. De otro lado, la homocisteinilizacion de las DDAH,
aumenta la concentracion de ADMA. Diversas isoformas de las DDAH contienen entre 7-
19 residuos de lisina, lo que les confiere especial vulnerabilidad a la homocisteinilizacion.
Las Hcy-p son mas propensas a la protedlisis, lo que conlleva aumento en la produccion
de ADMA.

La N-Hcy-p incorpora grupos SH a la estructura de la proteina generando diversas
consecuencias sobre sus propiedades fisicoquimicas (Figuras 33-35):

1. Formacion de enlaces disulfuro a nivel intramolecular e intermolecular, induciendo
cambios en la estructura terciaria de las proteinas y en la agregacion protéica,
respectivamente.

2. Alteracién de la carga eléctrica molecular, modificando su reactividad hacia otras
proteinas o hacia sus respectivos sustratos, en el caso de las enzimas.

3. Dano oxidativo a la proteina, al alterar la carga eléctrica molecular. Aunque la

totalidad de los grupos amino de las proteinas no se vea afectado por el proceso de
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homocisteinilizacién, se disminuye la carga eléctrica de estos grupos, ya que los grupos
amino épsilon (¢-NH2) de los residuos de lisina de las proteinas, poseen una pKa
(logaritmo negativo de la constante de disociacion-ka) mas elevada (~10.5). Bajo
condiciones fisiologicas, los grupos e-NH2 poseen mayor carga positiva, que los grupos a-
NH2 incorporados a la Hcy.

4. Modificacion de la secuencia primaria de los aminoacidos de la proteina, alterando
el plegamiento protéico en el RE y estimulando la ruta de la senalizacion UPR (unfolded
protein response), promoviendo la apoptosis.

5. Incremento de la respuesta autoinmune (mayor produccién de autoanticuerpos tipo
IgG) dirigidos contra las epitopes (¢). Las epitopes son las proteinas hacia las cuales se
dirigen los anticuerpos Né-Hcy-Lys (N-epsilon-homocysteinyl-lysine). Se ha reportado este
hallazgo en individuos sanos. Sin embargo, en los pacientes con EC y/o AVC se
encuentran titulos mas elevados de estos anticuerpos que a su vez se correlacionan con la
concentracion plasmatica de N-Hcy-p y de tHcy.

6. Aumento de la respuesta inflamatoria a nivel vascular.

La N-Hcy-p representa un mecanismo biomolecular afadido al nexo existente entre
las ECV de origen aterosclerético y la HHcy (Figura 24). Aunque se ha estudiado en
profundidad la bioquimica de este proceso'*, persisten determinados vacios al respecto.
Poco se sabe acerca de: a. Los factores que regulan la sintesis de Hcy-T y su reactividad
hacia las proteinas. b. La relacion entre los niveles de Hcy-T y las N-Hcy-p en condiciones
patoldgicas. c. La actividad HTasa de las enzimas PON2 y PON3. d. El proceso de N-Hcy-
p a nivel intracelular in vivo en los humanos. Algunos investigadores creen que la N-Hcy-p
acontece en el interior de las células debido a dos hechos fundamentales: en primer
término la Hey-T se genera en el interior de las células, y en segundo lugar, la actividad de

la enzima PON1 es menor en el plasma que en la mayoria de los tejidos'*®'"°.
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11. Paraoxonasas y aterosclerosis

Las PON (PON1, PON2 y PON3) son una familia de proteinas (hidrolasas)
dependientes de calcio. El potencial antiaterogénico de las PON depende de su capacidad
para hidrolizar lipidos oxidados, fosfolipidos y CEOOH, limitando su almacenamiento en
las LDL*. Las PON son basicamente lactonasas, aunque poseen actividad enzimatica
hacia un amplio rango de sustratos (lactosas, tiolactonas, carbonatos, ésteres y
fosfotriésteres)®®. A diferencia de la PON1, las enzimas PON2 y PONS3 presentan
exclusivamente actividad lactonasa y antioxidante. Las PON derivan su nombre de uno de
los sustratos mas utilizados en la identificacion de la enzima PON in vitro, el paraoxén; el
principio activo del pesticida (Paration), el primero y mas estudiado de este tipo de
compuestos organofosforados (OP), ya que éstas fosfotriesterasas rompen el enlace entre
el fosforo y el oxigeno de los OP%?%3,

La funcion de la PON1 en el metabolismo lipidico, es un area de investigacion
relativamente reciente, ya que los esfuerzos pioneros realizados en este campo se deben
en gran medida a la toxicogendmica. Inicialmente se reporté que la enzima PON1 estaba
involucrada en el metabolismo de los fosfolipidos peroxidados. Desde entonces se ha
generado un amplio despliegue cientifico hacia el conocimiento de las PON%. Este
descubrimiento ha suscitado creciente interés en la busqueda de nuevos mecanismos
moleculares implicados en el proceso aterogénico.

Los primeros estudios de la PON1 subrayaron que la accion enzimatica mostraba
distribucion polimoérfica, encontrando individuos con baja, intermedia o elevada actividad
PON. A principios de la década de los 90, los estudios cientificos condujeron a la
identificacion, clonacion y secuenciamiento del gen PON1 humano y a la caracterizacion
de sus polimorfismos. Posteriormente, se determind la estructura molecular de la enzima

PON1% (Figura 36).
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Figura 36. Estructura tridimensional de la enzima paraoxonasa 1. Izquierda. Vista frontal de la hélice 3 de
6 hojas (propeller); las terminales C y N; las 6 hojas de la hélice (1-6), cada una de las cuales esta conformada
por 4 hebras 3 (A-D) y los dos atomos de calcio localizados en el tunel central de la hélice (esferas roja y
verde). Derecha. Vista lateral de la hélice $, incluyendo las 3 hélices (H1-H3) en la parte superior. El ion de
calcio localizado en la parte mas alta (esfera verde) y el abanico comprendido por las tres helices (H1-H3) son
fundamentales para para el adecuado funcionamiento de la enzima paraoxonasa 1 (PON1). La hélice H1 (la
terminal N de la PON1) y la H2 participan en el acoplamiento de la PON1 a las HDL (lipoproteinas de alta
densidad). Las paraoxonasas (PON) son probablemente unas de las enzimas con mayor potencial de
aprovechamiento en los préoximos afos. Imagen reproducida de: Aharoni A, Tawfik DS. Directed evolution of
recombinant serum paraoxonase (PON) variants. Discovery Medicine. 2004;4(21):120-124.

Los genes de la familia PON se encuentran agrupados en el brazo largo del
cromosoma 7 en los humanos (921.22) en la secuencia PON1, PON3 y PON2,
respectivamente. El gen PON1 fue el primer gen de la familia PON en identificarse. Luego
se caracterizaron dos nuevos genes PON like: PON2 y PON3. Los genes del cluster PON
presentan homologia estructural considerable y provienen evolutivamente de la
duplicacion en tandem del mismo precursor comun. Las PON (1, 2 y 3) comparten
alrededor del 60% de los aminoéacidos y el 70% de sus nucledtidos?*. Las PON ejercen
funciones ateroprotectoras, si bien se desconocen los mecanismos mediante los cuales

cumplen dicho cometido. Se presume que esta accién obedece a sus propiedades

116



Relevancia de polimorfismos génicos y la S-homocisteina en la epigénesis en arteria mamaria interna y aorta

antioxidantes, particularmente sobre las LDL®. Aunque las PON2 y PON3 son enzimas
menos estudiadas, progresivamente se les vienen atribuyendo propiedades antioxidantes
y antiinflamatorias. La familia PON contintia siendo objeto de renovado interés®.
11.1 Paraoxonasa 1
11.1.1 Gen PON1

El secuenciamiento del gen PON1 ha permitido identificar cerca de 200 polimorfismos,
la mayoria de los cuales aun no han sido caracterizados. Se conocen dos polimorfismos
en la region codificante, cinco polimorfismos en la regién del promotor y varios
polimorfismos en la regién no trasladada 3’ del gen PON"9222°,
11.1.2 Polimorfismos de la regiéon codificante del gen PON1

De las dos variantes identificadas en la region codificante, el polimorfismo glutamina
192 arginina PON1 (GIn192Arg PON1), también conocido como Q192R (rs662), es la

variante genética mejor estudiada®?%.

Este polimorfismo altera las propiedades
antioxidantes de la PON1 sobre las LDL??’. El polimorfismo Q192R posee tres pares
alélicos (QQ, QR y RR)?®. El segundo polimorfismo de la regién codificante del gen PON1,
estd representado por la variante Met55Leu (metionina 55 leucina), con sus
correspondientes pares alélicos (MM, ML y LL). A este polimorfismo se le conoce
adicionalmente como variante M55L. La sustitucién de glutamina (Q/Glu) por arginina
(R/Arg) en la posicion 192 y de leucina (L/Leu) por metionina (M/Met) en la posicién 55 de
la region codificadora del gen PON1 constituyen la base molecular de la variabilidad
interindividual de la PON1.

Las isoenzimas GIn192 (alelo Q) y Met55 (alelo M) del gen PON1 presentan menor
actividad PON que las isoformas Arg192 (alelo R) y Leu55 (alelo L). La sustitucion LM en
la posicion 55 ejerce menos efectos sobre la actividad PON que la sustitucion QR en la

posicion 192. El alelo Q posee baja actividad PON y el alelo R presenta mayor actividad

PON. Los individuos homocigotos QQ/MM poseen menor actividad PON a diferencia de
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los homocigotos RR/LL que tienen mayor actividad PON. Las ECV son mas frecuentes en
los homocigotos RR que en los homocigotos QQ o en los heterocigotos. El genotipo MM
se asocia a bajas concentraciones plasmaticas de la enzima PON1, mientras que los
homocigotos QQ/LL estan mas protegidos contra la HHcy?%.

Inicialmente se pensd que el polimorfismo Met55Leu PON1 afectaba la actividad
catalitica de la enzima PON1. Sin embargo, Garin y cols.?', sefialaron que el polimorfismo
Met55Leu era el causante de las modificaciones en la concentracion sérica de la enzima
PON1, mas no de su actividad catalitica. Estos autores encontraron que la homocigosis
Leu55 de la variante Met55Leu constituia un FR independiente en la génesis de las ECV

en pacientes diabéticos. Mackness y cols.?°

, reportaron que el polimorfismo Met55Leu,
regulaba la concentracion de la enzima PON1 con independencia del polimorfismo Q192R.
Se ha descrito que este hallazgo obedece al desequilibrio de ligamiento (marcador de otra
mutacion en el propio gen o en otro gen cercano) en la region del promotor del gen PON1
que codifica una enzima con menor actividad PON1 en el alelo 108T del polimorfismo
T108C**2®  Murphy y cols.®®', encontraron relacién entre la actividlad PON del
polimorfismo Met55Leu PON1 y los polimorfismos del gen de la apolipoproteina E (apoE).
Ademas, diversos SNPs (single nucleotide polymorphisms) del gen PON1, se encuentran
en desequilibrio de ligamiento con los SNPs del gen PON2%.
11.1.3 Polimorfismos de la regiéon del promotor del gen PON1

El secuenciamiento del promotor del gen PON1 ha permitido descubrir al menos cinco
variantes en la region reguladora 5 del gen PON1, particularmente en la posicion 107.
Este polimorfismo contribuye aproximadamente al 22% de la variabilidad en la expresion
del gen PON1 y la concentracién sérica de la enzima PON1??%. Si bien las variantes de la
region del promotor del gen PON1 repercuten menos en la expresion de la enzima PON1,

algunos estudios refieren que alteran la concentracion de la PON1 en mas de dos veces

su estado basal®®*®. Estas variantes génicas se localizan en las posiciones: 909/907 (C o
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G), 832/824 (A 0 G), 162/160 (A o G), 126 (C 0 G), 162 y 108/107 (C o T) del promotor del

gen PON1%3%%2 De otro lado, se ha descrito la existencia de desequilibrio de ligamiento
entre los polimorfismos de la region del promotor y la region codificante del gen PON1.
Brophy y cols.?°, han reportado desequilibrio de ligamiento entre la variante 107 y el
polimorfismo de la regién codificante R192 y su relacién con la EC.

La relacion existente entre los polimorfismos de la regién del promotor del gen PON1

9192 Recientemente Mackness y cols.””,

y la presencia de EC ha sido contradictoria
reportaron que los polimorfismos de la regién del promotor del gen PON1 influyen en el
status (estado) de la enzima PON1 y que a su vez el status de la enzima PON1 es menor
en los individuos con EC. Los autores concluyen que la disminucion de la actividad PON1
(mas que los polimorfismos de la regién del promotor del gen) esta relacionada con la EC.
11.1.4 Polimorfismos de la regidon codificante del gen PON1 y enfermedad coronaria
Varios estudios poblacionales han evaluado la relacién entre los polimorfismos Q192R
y Met55Leu del gen PON1 y la EC* Sin embargo, los resultados han sido

discordantes®" %

. La relaciéon entre la variante Q192R del gen PON1 y la EC ha sido
evaluada en extensos metaanalisis publicados antes del afio 2011, no hallando asociacion
significativa entre el alelo 192R y la presencia de EC**. De forma anéloga, otros dos
amplios metaanalisis realizados independientemente, no encontraron relacion entre la
variante Q192R y EC?*?%_ Tampoco se hallé relacién entre los polimorfismos Met55Leu y
108/107(C o T) PON1 y la EC en los primeros metaanalisis realizados®*.

Algunos estudios epidemiolégicos han sefalado relacion entre los polimorfismos del

gen PON vy el desarrollo de ECV. Regieli y cols.'®

, observaron que los portadores de
glutamina (alelo Q) en el codon 192 y de Met (Alelo M) en el codon 55 del gen PON1
(alelos con baja actividad PON) presentaron mayor riesgo de muerte por EC. Estos

autores sefalaron que las variaciones genéticas con mayor actividad PON1 influyen en el

riesgo estimado a 10 afos de padecer complicaciones letales por EC, lo que deja en
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evidencia la relevancia de la actividad PON1 en la génesis de la enfermedad vascular.

236

Tang y cols.“”, reportaron que la disminucién de la actividad sérica (arilesterasa) de la

enzima PON1 permite evaluar y reclasificar el riesgo cardiovascular de padecer eventos
cardiovasculares mayores (MACE/major adverse cardiovascular events): IAM, ACV o
muerte

Un metaanalisis mas reciente (publicado en 2012) compilé 47 estudios (9853
individuos con EC y 11.408 controles) hallando relacién entre la disminucion de la
actividad PON1 y el riesgo de padecer EC?’. Otro meta analisis (que incluyé 43 estudios y
20.629 enfermos) publicado el mismo afio mostré resultados analogos®®. En sendos
metaanalisis, se evidencié incremento del riesgo de EC en los individuos con menor
actividad PON1 con independencia de la edad y del grupo étnico®’?*®. En la tabla 9 se
resumen los hallazgos de los estudios de la enzima PON1 y su nexo con las ECV.

Tabla 9. PON1 humana y su relacién con las enfermedades cardiovasculares

La disminucion de la actividad de la enzima PON1 se relaciona con el riesgo de padecer enfermedad
coronaria

Algunos estudios evidencian que la presencia del alelo R del polimorfismo GIn192Arg PON1 incrementa
el riesgo de padecer aterosclerosis y enfermedad coronaria

No existe certeza acerca de la correlacion entre los polimorfismos M55L y 108/107 PON1 (Co T) y la
enfermedad coronaria, ya que los resultados de los estudios son inconsistentes

El alelo 192R PON1 incrementa discretamente el riego de presentar ACV

No hay evidencia suficiente que relacione el polimorfismo M55L PONA1 y el riesgo de presentar ACV
PONL1 (paraoxonasa 1); enfermedades cardiovasculares (ECV); R (arginina); M (metionina); L (leucina);
55 leucina); C (citosina); T (timinagz; ACV (accidente cerebrovascular). Modificada de: Litvinov D, et al.
Am J Med Sci. 2012;4(11):523-532.

Se ha sugerido que la incongruencia encontrada en los resultados de los estudios de
la enzima PON1 obedece a: 1. Escaso numero de pacientes de diferentes poblaciones y/o
falta de estandarizacion de la metodologia. 2. Diversidad de los sustratos empleados en la
determinacion enzimatica de la PON. 3. Diferencias en los métodos empleados en la
genotipacion, lo cual dificulta la interpretacion de los resultados.

Pese a la versatilidad de los resultados de los estudios de la PON1 se ha insistido en
que la diferencia individual entre la actividad y la concentracion de la enzima PON1

desempefa una funcién relevante en su proteccion frente a la EC.
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Se han propuesto diversos métodos para optimizar el estudio de la PON1%*’: 1. Se
aduce que la informacién que proporciona el haplotipo clarificaria la influencia genética de
la actividad de la PON1. 2. La bioinformatica de alto rendimiento ha permitido reconstruir
los haplotipos y estimar su frecuencia en poblaciones no relacionadas entre si, basandose
en la informacién que proporcionan los SNPs. 3. Se ha estimado la maxima probabilidad
de la ocurrencia de un evento mediante el algoritmo Bayesiano. Este algoritmo es el
método mas ampliamente difundido hacia la aproximacién en la inferencia de los
haplotipos. 4. El Phase (software for haplotype reconstruction, and recombination rate
estimation from population data) y el tagging SNPs (tagSNPs), son dos programas
bioinformaticos desarrollados para inferir los haplotipos de los cinco SNPs mas comunes
del gen PON1 y evaluar su asociacion con la actividad de la enzima PON1. Estos
programas estadisticos minimizan la probabilidad de error en la reconstruccion de los
haplotipos. 5. Se ha subrayado la relevancia de la estimacién conjunta de los factores que
regulan tanto la actividad, como la concentraciéon de la enzima PON1. El denominado
status de la enzima PON1%*°,

11.1.5 Actividad de la enzima PON1

La PON1 [EC 3.1.1.2] es una glucoproteina de sintesis esencialmente hepatica,
aunque se encuentra ampliamente distribuida en otros 6érganos como el rifion y el
intestino®. La secuencia de sus aminoacidos es indispensable para lograr su acoplamiento
a las HDL?*". La PON1 se transporta acoplada a las HDL, especialmente a una subclase
de HDL que transporta apoA-1?*"2*2_ La actividad de la PON1 se consolida en presencia de
la apoA-1 estimulando selectivamente la actividad lipolactonasa®®. La disminucién de las
HDL y de la apoA-l estan relacionadas con menor actividad PON12*. Experimentalmente
la apoA-l capta los hidroperoxidos de las LDL e inhibe la respuesta inflamatoria

responsable de la formacion de la estria grasa y de las lesiones ateroscleréticas’®’". La
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actividad antioxidante de las HDL se realiza en gran medida merced a la enzima
PON121'245.

Clasicamente se ha descrito la PON1 como una enzima paraoxonasa/arilesterasa246,
aunque la PON1 es en realidad una lactonasa, siendo las lactonas lipofilicas su esencia
primaria®. La PON1 hidroliza tiolactonas como la Hey-T?.

La PON1 favorece las propiedades antioxidantes de las HDL, ya que: 1. Disminuye la
oxidacion de las LDL?"?*" y de los ésteres de colesterol peroxidados mediante la hidrélisis
de los fosfolipidos. 2. Reduce la acumulaciéon de las LDL en la pared de los vasos
sanguineos. 3. Incrementa la movilizacién del colesterol por parte de los macréfagos, a
través de la actividad quimiotactica de los monocitos. 4. Destruye las moléculas

proinflamatorias involucradas en la aterogénesis®®24°

. 5. Metaboliza algunos lipidos
oxidados, derivados del acido araquidénico y del acido decosahexanoico (Figura 37).

A mas de las evidencias precedentes, el nexo mas convincente entre la actividad
PON1 y la EC proviene de los estudios realizados en ratones trasgénicos®®*#?; 1. Los
ratones KO PON1-/- sometidos a dietas aterogénicas desarrollan ATS. 2. El ratén DKO
apoE/PON1-/- presenta ATS mas severa que el raton apoE-/-. Este hallazgo sefiala que la

PON1 protege contra la aterogénesis®'. 3. El aumento de la expresiéon del gen PON1

protege frente la ATS, tanto en el ratén silvestre, como en el ratén ApoE-/-2*2.
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Figura 37. Metabolismo de las HDL, funcion protectora frente a la oxidacion de las LDL e interrelacion
con la enzima PON1. El potencial antiaterogénico de la enzima paraoxonasa 1(PON1) esta dado por su
capacidad para hidrolizar lipidos oxidados, fosfoll'pidosgl ésteres de colesterol peroxidados (CEOOH),limitando
su acopio en las lipoproteinas de baja densidad (LDL) *. Navab y cols.”, presentaron evidencia experimental
del mecanismo de sembrado (seeding) de las LDL. Se presume que la PON1 interfiere en el proceso de
seeding de las LDL (la primera de las tres fases implicadas en la oxidacion de las LDL)7°. La actividad de la
enzima PON1 se restringe a una subclase de lipoproteinas de alta densidad (HDL) que transporta
apolipoproteina A-1 (apoA-1)**2. A su vez las HDL requieren de apoA-| para lograr estabilidad enzimatica®*®. El
gen CLA-1 (CD36 and Lysosomal integral membrana protein-ll analogous-1/ LIMP Il analogous-1), es el
homologo humano del gen SR-B1 (Scavenger Receptor class B type 1) y constituye el primer receptor de alta
afinidad de las HDL bien caracterizado. El receptor CLA-1 participa en el transporte inverso de colesterol
(TRC) mediante la entrada selectiva de ésteres de colesterol (CE) nativos y oxidados. En los humanos, el gen
CLA-1 es polimérfico y algunas de sus variantes se asocian a cambios fenotipicos en las lipoproteinas
plasmaticas. Ambos genes participan en el complejo metabolismo de las HDL y en los mecanismos de defensa
antioxidantes’®. El TRC se refleja con mayor detalle en la figura 23°%. PAF-AH (acetilhidrolasa del factor
activador de las plaquetas); PAF (factor activador de plaquetas); CEOH (hidroxidos de ésteres de colesterol);
HPODE (acido 13-hidroperoxioctadecadienoico); HPETE (acido hidroperoxieicosatetraenoico); COOH (acido
carboxilico). Reproducida de: Rodriguez F, et al. Rev Esp Cardiol. 2006;59:154-64°.

11.1.6 Determinantes de la expresiéon del gen PON1
Existe amplia variacion individual y racial en la concentracién y la actividad de la
enzima PON1 en los humanos. Esto sucede igualmente entre las personas de un mismo

genotipo. Pese a ello, ambos parametros permanecen relativamente constantes en cada
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persona a lo largo de la vida?®. Concurren varios factores de transcripcion y diferentes
vias que regulan la expresién del gen PON1%? (Figura 38).

Algunas diferencias en la actividad y la concentracion de la enzima PON1 son
atribuibles a los polimorfismos en la region codificadora del gen PON1 (Q192R y Met55L).
La variabilidad en la concentracion de la PON1 obedece adicionalmente, al menos en
parte, a las variantes en la regién reguladora 5 del promotor del gen PON1 (T-108).
Ademas de los polimorfismos génicos, la actividad PON1 se modifica como consecuencia
de otros determinantes no genéticos (aun no identificados) los cuales contribuyen a
explicar las diferencias individuales observadas en el estado de la enzima PON1%% (Tabla
10 y figura 38). Las estrategias que incrementan la actividad de la enzima PON1 en las
personas con alto riesgo de padecer EC, previenen o retardan el inicio de la EC?".

Tabla 10. Factores que determinan la expresién de la enzima paraoxonasa 19092

Determinantes genéticos

Polimorfismos de la regién codificante del gen PON1: GIn192Arg y Met55Leu

Polimorfismos de la regién reguladora 5’ del promotor del gen PON1: 909/907, 832/824, 126, 162 y

108/107

Determinantes no genéticos asociados a disminucién de la actividad de la enzima PON1

Dieta proaterogénica(”

Habitos de vida: tabaquismo

Envejecimiento®

Procesos patoldgicos: obesidad y sindrome metabdlico, hipertension arterial, diabetes mellitus, nefropatia

diabética, cirrosis hepatica de origen etilico, hepatitis C, infeccidon por el virus de la inmunodeficiencia

adquirida, alteraciones neuroldgicas (esclerosis lateral amiotréfica), estados de ansiedad, insuficiencia

renal cronica, enfermedad carotidea, preeclampsia, “Sindrome de la Guerra del Golfo”

Determinantes no genéticos asociados a incremento de la actividad de la PON1

Dieta cardiosaludable: acido oleico, aceite de oliva, vitaminas antioxidantes (C y E), polifenoles(4)

Agentes farmacoldgicos: estatinas, fenofibratos, polifenoles dietéticos # (resveratrol, quercetin)

Ingesta moderada de alcohol®

Acido acetil salicilico (ASA) y los productos derivados de la hidrélisis del ASA (salicilatos)

Factores aun no identificados

Trans-acting factors y algunas variantes exonicas e intronicas en el secuenciamiento de las bases de los

nucleétidos en la regién reguladora 5’ y 3’ del gen PON1

PON1 (paraoxonasa 1); Wse asocia a disminucion de las lipoproteinas de alta densidad (HDL);

@Disminuye la concentracion y la actividad de la PON1; ®El polimorfismo Q192R PON1 parece ser

determinante de la perdida de la actividad enzimatica durante el proceso de envelecimiento. Los

homocigotos QQ desarrollan perdida adicional de la actividad PON1 en este proceso; “Los polifenoles

ademas de aumentar la expresion del gen PON1 y la actividad de la PON1 poseen actividad antioxidante

?g) antiinflamatoria, disminu_yendo I(_)s_ triglicéridos y las lipoproteinas (_je baja densidad (LDL) in vivo;
Incrementa la concentracion y actividad de la PON1, las HDL y la apolipoproteina Al (apo-Al).

)
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Figura 38. Determinantes de la regulacién transcripcional del gen PON1. Los procesos reflejados en la
grafica acontecen en el higado, aunque se presume que en el ileon los acidos biliares estimulan la sintesis del
factor de crecimiento de los fibroblastos (FGF-19 en los humanos y FGF-15 en los ratones). El PMA (phorbol
12-myristate 13-acetate) y la hiperglicemia estimulan el factor de transcripciéon Sp1 (Spcificity Protein 1) a
través de la PKC (protein kinase C) y de la MAPK (p44/p42 mitogen-activated protein kinase). Las estatinas
favorecen la transcripcion del gen PON1 al activar el factor Sp1. Las estatinas ademas estimulan la MAPK y el
SREBP-2 (sterol regulatory element binding protein 2) aumentando la transcripcion del gen PON1. Los
polifenoles, la aspirina y los ligandos artificiales del receptor AhR (aryl hydrocarbon receptor) activan el AhR y
la transcripcion del gen PON1. El c-Jun es otro factor de transcripcion involucrado en la expresion del gen
PON1. La accion del c-Jun esta regulada por la JNK (c-Jun N-terminal kinase). Asimismo, la berberina (benzyl
tetrahydroxyquinoline), un alcaloide que reduce el colesterol, activa la JNK y el c-Jun, favoreciendo la
transcripcion del gen PON1 en las células hepaticas. Sin embargo, la activacion de la via JNK/c-Jun por parte
de los acidos biliares, ejerce el efecto contrario, suprimiendo la expresion del gen PON1 en el higado. La
activacion del receptor FXR (farnesoid X receptor) por los acidos biliares, promueve la expresion de FGF-19 y
FGF-15, inhibiendo la expresion del gen PON1. El factor del crecimiento estimula el FGFR4 (fibroblast growth
factor receptor 4), con la consecuente activacion de la JNK, ademas de la fosforilacion del c-Jun.
Contrariamente a lo que sucede con el estimulo del c-Jun por la berberina, la via FXR/FGF-19/FGFR4/JNK/c-
Jun, inhibe la transcripcion del gen PON1. Tanto el FXR, como el FGFR4 son indispensables en esta via
transcripcional. El c-jun es un gen que codifica la proteina c-Jun, la cual, tras combinarse con la proteina c-Fos,
conforma el factor de transcripcién AP-1. Su activacion se produce mediante doble fosforilacion a través de la
ruta JNK, aunque también se ha descrito una funcién alternativa independiente de la fosforilacion. Se ha
podido comprobar que el modelo knockout de c-jun es letal, a diferencia de los animales transgénicos cuyo gen
c-jun habia sido mutado para evitar la fosforilacion de la proteina c-Jun (c-JunAA). La proteina c-Jun reconoce
de un modo directo secuencias especificas del DNA para regular su expresion. El gen c-jun no posee intrones
y se encuentra en una region cromosomica implicada en procesos de traslocaciones y deleciones en diversas
patologias humanas. Adaptada de: Litvinov D, et al. Am J Med Sci. 2012;4(11):523-53292.
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11.2 Paraoxonasa 2
11.2.1 Gen PON2

El gen PON2 es el segundo miembro del cluster PON.
11.2.2 Polimorfismos del gen PON2

Se han identificado dos polimorfismos del gen PON2: glicina 148 alanina
(Gly148Ala/G148A) y cisteina 311 serina (Cys311Ser/C311S). A este ultimo polimorfismo
también se le denomina variante Ser311Ser PON2 [rs7493]*. La variante en la posicién
148 (G148A) se asocia a: concentracidon de colesterol; niveles de glicemia; nefropatia en
pacientes con DM tipo 2 y peso al momento del nacimiento. Estos hallazgos sugieren que
dicho polimorfismo se relaciona con una importante actividad metabdlica®*. De otro lado,
la variante Cys311Ser se relaciona con: engrosamiento de la pared arterial; retinopatia
diabética; DM tipo 2; ACV e hipercolesterolemia familiar heterocigética®?.
11.2.3 Actividad de la enzima PON2

El analisis de la enzima PON2 es mas complejo, ya que a diferencia de las enzimas
PON1 y PON3 (las cuales se encuentra acopladas en el plasma a las HDL), la PON2
ejerce su actividad antioxidante exclusivamente a nivel intracelular®™®. Existe poca
informacion disponible referente a la enzima PON2. Los andlisis filogenéticos sugieren que
la PON2 es la enzima mas antigua, ademas de poseer la mayor actividad lactonasa de los
miembros de la familia PON. El mMRNA (RNA mensajero) de la PON2 se expresa de forma
ubicua en los tejidos de los mamiferos, aunque su expresion es predominantemente
testicular, placentaria, hepatica, pulmonar y cardiaca. Se desconoce la accion fisiologica

de la enzima PON22%°

, aunque se expresa en las células endoteliales y en las VSMC de la
aorta en los humanos®’. Se vienen atribuyendo diferentes propiedades antiaterogénicas a
la PON2: 1. Disminucién del estrés oxidativo y de la oxidacién de las LDL (al igual que la
PON1 y la PON3). 2. Reduccion del depdsito de triglicéridos en los macréfagos. 3.

Disminucién de la quimiotaxis sobre los monocitos. 4. Proteccién frente a la apoptosis
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inducida por el RE. 5. Regulaciéon de las propiedades de las lipoproteinas. 6. Atenuacion
de la respuesta inflamatoria®®’.
11.2.4 Polimorfismos del gen PON2 y enfermedad coronaria

Pocos trabajos hacen alusion a los polimorfismos del gen PON2 y la EC. Se ha

relacionado el polimorfismo Cys311Ser y la EC en algunos estudios®®. Martinelli y cols.?*®,

reportaron esta asociacién exclusivamente en fumadores. Leus y cols.?*®

, encontraron que
los portadores del alelo Ser311 PON2 presentaron mayor riesgo de padecer EC, mientras
que la homocigosis Cys/Cys 311 ejercié un efecto protector contra la EC. Shanguera y

260

cols.”", sefialaron que el alelo Ser 311 incrementd el riesgo de EC en una poblacion

261

Hindd. Su y cols.”", reportaron efecto sinérgico entre los polimorfismos 107CT PON1 y

Cys311Ser PON2 en un subgrupo de mujeres chinas que presentaba mayor prevalencia

de EC. Marchegiani y cols.?®?

, investigaron la relacion existente entre el polimorfismo
Cys311Ser PON2 y el prondstico de IAM en pacientes de la tercera edad. Estos
investigadores concluyeron que los portadores del alelo Cys constituyen un subgrupo con
mayor riesgo de padecer IAM de peor prondstico, recomendando un seguimiento mas
estrecho de esta cohorte. Los estudios mencionados con antelacion reflejan que los
polimorfismos en el codén 311 del gen PON2 incrementan el riesgo de presentar EC y que
dicho riesgo difiere entre los subgrupos poblacionales?®.
11.3 Paraoxonasa 3
11.3.1 Gen PON3

Disponemos de poca informacion acerca de este miembro recientemente clonado de
la familia PON%*. El gen PON3 se encuentra localizado en el brazo largo del cromosoma
7, en el cluster PON, entre los genes PON1 y PON2%°.
11.3.2 Actividad de la enzima PON3

La PONS3 es la enzima menos conocida de la familia PON. La PONS3 se sintetiza en el

higado y al igual que la PON1 se encuentra acoplada a las HDL en los humanos®”’. La
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actividad lactonasa de la PONS3 se consolida mediante su incorporacion a la apo-A1 de las
HDL de forma analoga a como sucede con la PON1?%*?%6 A diferencia de la PON1, la
PON3 posee escasa actividad arilesterasa y no hidroliza el paraoxon, ni el fenilacetato. Sin
embargo, hidroliza rapidamente diversas lactonas, como aquellas incorporadas a ciertas
prodrogas (estatinas, espironolactona)®®.

La escasa evidencia disponible de las propiedades antiateromatosas de la PON3 se

deriva de los trabajos experimentales®®’*®. 1

. En los cerdos, la PON3 se expresa
ubicuamente, aunque de forma predominante en el tejido graso perirenal y subcutaneo de
los animales obesos. Estos hallazgos sefialan su implicacion en la fisiopatogenia de las
enfermedades relacionadas con la obesidad. 2. En los ratones transgénicos, la PON3
disminuye la obesidad y previene contra la aterogénesis. 3. En los ratones KO apoE-/-, los
efectos ateroprotectores de las PON humanas (1 y 3) son similares, aunque difieren sus
mecanismos antiaterogénicos. 4. El aporte exdgeno de PON3 en los cultivos de células
endoteliales de aorta humana disminuye la oxidacién de las LDL. 5. La PON3 ademas de
presentar propiedades similares a la enzima PON1 (aunque con menores propiedades
antiaterogénicas) desempefa una actividad ateroprotectora mas estable, a diferencia del
efecto ateroprotector que se atribuye a la PON1, el cual es mas variable.
11.4 Paraoxonasas, género y enfermedad coronaria

La mayoria de estudios sobre las PON no han estimado la diferencia por género o
han tenido mayor participacién de hombres. Luego, es escasa la informacién alusiva a los
polimorfismos de los genes PON y su correspondencia con el género y la presencia de
EC®°. Suy cols.?®", evaluaron el gen PON1 y su relacion con la EC en una poblacién china
de etnia Han (mujeres blancas, afroamericanas y chinas), encontrando correlacién entre
los polimorfismos 107CT PON1, Cys311Ser PON2 y EC en este subgrupo de mujeres. La
interrelacion genotipo/fenotipo mostré que la baja expresién de la enzima PON1

determinada por la presencia del alelo 107T increment6 el riesgo de padecer EC. El
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analisis de los haplotipos reportd un efecto sinérgico entre los polimorfismos 107CT PON1
y Cys311Ser PON2.
11.5 Paraoxonasas y su actividad durante el proceso de envejecimiento

Fisiolégicamente, los neonatos presentan menor actividad PON1 que los adultos®”,
alcanzando la actividad PON de la poblacién adulta entre los 6 y los 24 meses de edad?”".
El polimorfismo Q192R PON1 constituye el principal determinante de la enzima PON1
antes de la pubertad, encontrandose en esta edad alrededor del 70% de la actividad
PON1. En las mujeres, las HDL aportan un pequeno efecto aditivo a la accion de la
PON12"%, Los efectos protectores de la PON1 disminuyen considerablemente a lo largo de
la vida y durante la menopausia, encontrandose menor actividad PON1 en las personas
mayores (cuando se la compara con la poblaciéon joven) favoreciendo el proceso
ateroesclerdético en la senectud. Esta menor capacidad antioxidante de las HDL (asociada
al proceso de envejecimiento) obedece a la modificacion de los grupos sulfhidrilo libres de
la enzima PON1%"2"3,

Algunos autores no han encontrado correlacion entre los diferentes polimorfismos del
gen PON1 y el desarrollo de eventos cardiovasculares mortales en la tercera edad. Sin
embargo, se ha reportado relacion entre la variante 192 PON1, la edad y el riesgo de
padecer IAM. Este hecho obedece a que la actividad PON1 disminuye progresivamente en
funcion de la edad en los homocigotos para el alelo Q. Por consiguiente, el riesgo de IAM
es mayor en los pacientes de la tercera edad, fundamentalmente en los portadores del
genotipo QQ (menor actividad PON1)?7%2"",

En los estudios de longevidad de la poblacion en humanos, los investigadores han
centrado su interés en la expresion del gen PON1. Los individuos longevos presentan
menor prevalencia de alelos de riesgo (192Q PON1 y 107T PON1) y mayor prevalencia de
genotipos ateroprotectores (107CC), los cuales favorecen la actividad de la enzima PON1

262

y de las HDL?*. Marchegiani y cols.??, reportaron que el locus PON1 modula la actividad
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PON durante toda la vida de los seres humanos (incluyendo los nonagenarios y
centenarios), influyendo en la expectativa de vida de cada persona. La concentracion de la
enzima PON1 varia entre los portadores de los alelos R y M. Por ende, los alelos R+ y M-,

contribuyen a definir el fenotipo de la longevidad.

12. Dimetilarginina asimétrica como factor de riesgo cardiovascular

En 1992, Vallance y cols.?”®

, reportaron que la ADMA se acumulaba en el plasma de
los pacientes con IRC terminal en concentracion suficiente para inhibir las NOS. Este
hallazgo permitié inferir que la ADMA alteraba la funcion endotelial y la inmunidad de los
pacientes con IRC terminal. Estos investigadores encontraron que la ADMA producia
vasoconstriccidon dosis dependiente en ratas y en humanos. Desde entonces, existe
creciente interés en el estudio de los factores que regulan la ADMA'"#7¢,

En condiciones fisiolégicas, las proteinas estan sujetas al proceso de metilacién de
los residuos de arginina por intermedio de las PRMT. La ADMA es un aminoacido metilado
endogeno (analogo a la L-arginina) que inhibe la eNOS, la nNOS y en menor medida la
iINOS (Figura 39). La ADMA actua como inhibidor endégeno de la eNOS por inhibicion
competitiva de la L-arginina. La ADMA se produce en todas las células del organismo
(mediante la hidrolisis de las proteinas), alcanza el plasma acoplada a una familia de
aminoacidos catidénicos (CAT) y se metaboliza (a nivel intracelular) en el riidén y en el
higado, a través de las DDAH.

Las DDAH degradan la ADMA reduciendo su concentracion plasmatica,
contribuyendo asi a mejorar la biodisponibilidad de NO" y conservar la homeostasia
cardiovascular y renal. La concentracion intracelular de ADMA es extremadamente
sensible a los cambios en la expresion de las DDAH. No obstante, en los modelos murinos

de experimentacién, la supresion del gen DDAH2 altera la respuesta vasodilatadora del

endotelio mediada por el NO™ (EDRF/NQO") sin modificar la concentracién plasmatica de
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ADMA, ya que esta se acumula en el interior de las células en cantidad suficiente para

inhibir la produccién de NO’, sin que se incremente la concentracion plasmatica de

ADMA'"".
CH
- 3
HNy NH, HN, ] SCH,
q G
\H NH
CH, CH,
GH: CH,
GH: GH,
CH
/N 2O /Cl_l O
HN Clon  H,N CfOH
Arginina ADMA

Figura 39. Féormulas quimicas de la arginina y la dimetilarginina asimétrica. Arg (arginina); ADMA
(dimetilarginina asimétrica). H (hidrogeno); N (nitrégeno); C (carbono); NHz (grupo amino); O (oxigeno); CHs
(grupo metil).

12.1 ADMA, DDAH y enfermedad cardiovascular

La disminucion de la actividad y/o de la expresion de las DDAH es un mediador de las
ECV y renales asociadas a la ANG I, al estrés oxidativo, a la respuesta inflamatoria y a la
resistencia a la insulina. En consecuencia, se ha propuesto la ADMA como predictor del
riesgo cardiovascular. Con todo ello, algunos investigadores han confirmado estos
hallazgos exclusivamente en ciertos subgrupos de pacientes (HHcy, tabaquismo e
|RC)177‘277.

Se ha descrito aumento en la concentracion plasmatica de ADMA en diferentes
patologias y en individuos que portan diversos FRECV (Tabla 11). Adicionalmente, en
algunas patologias asociadas al riesgo cardiovascular se ha descrito relacion entre el

incremento de ADMA y cambios en la expresién del gen DDAH'"".
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Tabla 11. Entidades y factores de riesgo cardiovascular relacionados con incremento de ADMA'"’

Entidades relacionadas con aumento de ADMA

Aterosclerosis

Enfermedad arterial periférica

Remodelamiento de la arteria carétida

Enfermedad coronaria

Hipertrofia ventricular izquierda

Insuficiencia renal cronica

Proceso de envejecimiento

Posmenopausia

Factores de riesgo cardiovascular relacionados con aumento de ADMA

Dislipemia: hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia e incremento de las LDL

Tabaquismo*

Hiperhomocisteinemia

Aumento de la proteina C reactiva

ADMA (dimelilarginina asimétrica); LDL (lipoproteinas de baja densidad); *Adicionalmente, en los
fumadores se ha reportado: 1. Disminucion de la expresion de la sintasa endotelial del 6xido nitrico
(eNOS). 2. Disminucién de la expresion del gen de la enzima dimetilarginina dimetilaminohidrolasa 2
(DDAHZ2). 3. Menor actividad de las células endoteliales. 4. Disminucion de la angiogénesis.

Aunque numerosos reportes clinicos correlacionan la ADMA vy la funcion endotelial,
poco sabemos acerca de la interaccion entre la ADMA y el NO™ en los vasos sanguineos.
La ADMA altera las vias transcripcionales de la sefnalizacién redox, al incrementar la
produccion de superéxidos, contribuyendo a la aterogénesis.

Paulatinamente se viene reconociendo la trascendencia de la ADMA como marcador
del riesgo cardiovascular. No obstante, se desconoce si la ADMA constituye
exclusivamente un marcador biolégico del riesgo cardiovascular o si ademas se encuentra
involucrada en la etiopatogenia de las ECV ateroscleréticas.

Los resultados de Antoniades y cols.?*®

, muestran relacion directa entre la ADMA y los
determinantes de la funcién vascular, como el incremento de superéxidos en los vasos
sanguineos. La interaccion entre la via NOS/DDAH vy las rutas metabdlicas que generan

ROS, revelan que tanto las ROS como la ADMA alteran la funcidon del endotelio

vascular'’"?%® (Figura 40).
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Figura 40. ADMA, especies reactivas de oxigeno y su relacion con los factores de riesgo
cardiovascular. Cambios fisiopatoldgicos tisulares que subyacen a las enfermedades cardiovasculares y
renales. AT1-R (Receptor tipo 1 de la angiotensina IlI); ANG Il (angiotensina IlI); DDAH (dimetilarginina
dimetilaminohidrolasas 1 y 2); PRMT (Protein arginine N-methyltransferase); ADMA (dimetilarginina
asimétrica); O, (anién superoxido); NO(6xido nitrico; ROS (especies reactivas de oxigeno); NADPH oxidasa
(fosfato nicotinamida adenina dinucleétido oxidasa); SOD (superdxido dismutasa); MAC (moléculas de
adhesion celular); VSMC (células del musculo liso vascular); MMP (metaloproteinasas de la matriz
extracelular); VSMC (células del musculo liso vascular). Adaptada de: Palm F, et al. Am J Physiol Heart Circ
Physiol. 2007;293:H3227-H3245""".

12.2 Gen DDAH

El gen DDAH1 se localiza en el cromosoma 1p22 y el gen DDAH2 en la region del
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) IIl del cromosoma 6p21.3. Estas regiones
del cromosoma contienen clusteres de genes homoélogos, por lo que se presume que la
duplicaciéon del gen DDAH ocurrié cuando los cllsteres aparecieron en el genoma de los

hominidos hace ~450 millones de afos. El hecho de que el gen DDAH se hubiese

133



Marco conceptual

conservado a lo largo del proceso evolutivo, sugiere que la enzima DDAH confiere una
valiosa ventaja en la supervivencia®*'"".
12.3 Tejidos de expresion y actividad de las DDAH

Las DDAH se expresan en las regiones en las que se expresan las NOS. La DDAH1
se expresa principalmente en el rindn. La DDAH2 se expresa predominantemente en los

tejidos de expresion de la eNOS (células del endotelio vascular)'”’

, en el corazon y de
forma minoritaria en el riién?>"’. La DDAH2 se expresa adicionalmente en los tejidos
inmunolégicos que expresan la iINOS (bazo, timo, leucocitos periféricos, ganglios linfaticos
y médula ésea). Existe control diferenciado entre las DDAH y los receptores tipo 1 (AT1-R)
de la angiotensina Il (ANG II). En el rifidn, el receptor AT1-R disminuye la expresion de la
DDAH1, pero incrementa la expresion de la DDAH2. Esta distribucién y expresion
especifica de las DDAH en el rifidn y en los vasos sanguineos, constituyen mecanismos
reguladores de la biodisponibilidad del NO" y de la conservacion de la funcién
cardiovascular y renal. Las DDAH ejercen sus funciones mediante dos mecanismos: 1.

Hidrélisis de la ADMA hacia citrulina, dimetilamina o monometilamina. 2. Interaccion

proteina-proteina (regulando la transcripcion génica)'’’ (Figura 41).
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Figura 41. Formacion y actividad de la ADMA en el interior de la célula. Participacion de la N-
metiltransferasa de la L-arginina (PRMT) en la formacion de la dimetilarginina asimétrica (ADMA) y de esta en
la disminucion de la biodisponibilidad de 6xido nitrico (NO), como consecuencia de la alteracion de la actividad
de las NOS. Se refleja la degradacion enzimatica de la ADMA por parte de las dimetilarginina
dimetilaminohidrolasas 1 y 2 (DDAH1 y DDAH2) y el transporte de la ADMA desde el interior de las células
hacia el torrente sanguineo por los aminoacidos catiénicos (CAT). Se detalla la interaccion entre las DDAH y la
angiotensina Il (ANG Il) y su accion sobre los receptores tipo 1 de la angiotensina (AT1-R), los cuales a su vez
activan la proteina cinasa C (PKC). Ademas se ilustra el efecto del anion superoxido (027) generado por la
NADPH oxidasa y el incremento del estrés oxidativo inducido por la hiperhomocisteinemia (HHcy). Met
(metionina); SAM (S-adenosil-metionina); SAH (S-adenosil-homocisteina); NOS (sintasas del NO’); NADPH
oxidasa (fosfato nicotinamida adenina dinucleétido oxidasa); p22phox (critical component of the superoxide-
generating NADH/NADPH oxidase system). Adaptada de: Palm F, et al. Am J Physiol Heart Circ Physiol.
2007;293:H3227-H3245""".

12.4 Actividad y expresién de las DDAH en los vasos sanguineos

La DDAH2 se expresa en las células endoteliales y en las VSMC. La DDAH2 regula la
expresion de la iINOS en las VSMC a través del metabolismo de la ADMA al estimular la
IL-1B8. La IL-1B a su vez incrementa la expresién del gen DDAH vy la actividad enzimatica
de las DDAH.

Las DDAH regulan la produccion de NO® mediante las citocinas y protegen el
endotelio contra la injuria vascular de la INOS que acontece en la ATS. Adicionalmente, las
DDAH participan en diferentes procesos biolégicos como la reparaciéon del endotelio

vascular y la angiogénesis.
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12.5 Expresion del gen DDAH

El gen DDAH modula la expresién de un amplio rango de genes subsidiarios, ademas
de regular la concentracion de ADMA vy la produccion de NO™ en las células endoteliales.
La inactivacion y/o la deleccion del gen DDAH en modelos murinos ha permitido estudiar el
gen DDAH y saber que: 1. Regula la concentracién de ADMA. 2. Es indispensable en la
actividad de los vasos de resistencia mediados por el NO" (EDRF/NO’). 3. Regula la
expresion de los genes involucrados en la angiogénesis. 4. La ADMA activa la via RhoA
(the Ras homolog gene family member A) y Rho cinasa (the Ras homolog gene family) en
las células endoteliales, alterando la angiogénesis. 5. La ADMA actia como inhibidor
enddgeno de la angiogénesis, alterando la via NOS/NO".

Las DDAH estdn sujetas a inhibicién postrascripcional por medio de las ROS
generadas por la NADPH oxidasa y la HHcy. Se han identificado multiples factores que
regulan la transcripcién del gen DDAH y la actividad de las DDAH.

Los agentes que incrementan el estrés oxidativo, reducen la expresién del gen
DDAH2. Contrariamente, los factores antioxidantes, incrementan la expresién del gen
DDAH2 (Tabla 12 y figuras 41,42). Se desconocen los mecanismos moleculares

implicados en la expresion y actividad de las DDAH.
Tabla 12. Factores que regulan la expresién del gen DDAH2'"’

Factores que disminuyen su expresién

El factor CF6, un componente esencial en la transduccion de energia de la ATP sintasa mitocondrial

Los lipopolisacaridos

La hiperglicemia

Las lipoproteinas de baja densidad oxidadas (LDLox)

El factor de necrosis tumoral a (TNF-a)

El colesterol

La infeccion por citomegalovirus

La hiperhomocisteinemia (HHcy)

Factores que aumentan su expresion

Los &cidos trasretindicos

La pioglitazona (un ligando del receptor gama activado del proliferador de peroxisomas)

El estradiol (contrarresta los efectos de las LDLox sobre las células endoteliales humanas)

DDAH2 (dimetilarginina dimetilaminohidrolasa 2); CF6 (mitochondrial coupling factor 6); ATP
(adenosintrifosfato).
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12.6 ADMA, NOS y DDAH

La disminucion de la L-arginina o del BH, interrumpe el flujo de electrones hacia la
eNOS y la nNOS, generando falta de acoplamiento enzimatico e incremento de
superoxidos. La interaccién quimica entre el anién superoxido y el NO™ oxida el BHy,
produciendo peroxinitrito (BH).

El BH, perpetla la falta de acoplamiento de las NOS, incrementando los superéxidos
y la ADMA, ademas de alterar la actividad de las DDAH. La ADMA a su vez inhibe las
NOS generando falta de acoplamiento de las DDAH e incremento de superoxidos (a través
de la eNOS y de la INOS), promovida por los lipopolisacaridos de las células endoteliales.
Sin embargo, para que esto suceda, se requieren niveles significativamente elevados de
ADMA. Estos hallazgos sefialan la importancia de interrumpir el ciclo oxidativo a nivel de

las DDAH y el consiguiente aumento de la ADMA a nivel celular'”’” (Figura 42).
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Figura 42. DDAH, homeostasia cardiovascular y renal. Principales factores que regulan la actividad y
expresion de las dimetilarginina dimetilaminohidrolasas (DDAH) y sus implicaciones en la funcion
cardiovascular y renal. NADPH oxidasa (fosfato nicotinamida adenina dinucleotido oxidasa); p22phox (critical
component of the superoxide-generating NADH/NADPH oxidase system); NADH (nicotinamida adenina
dinucleotido en su forma reducida); O (oxigeno); AGEs (glicacion avanzada de productos terminales); epogen
(epoetin alfa)”); TNFa (factor de necrosis tumoral a); LDLox (lipoproteinas de baja densidad oxidadas); CMV
(citomegalovirus); AT1-R (receptor tipo 1 de la angiotensina II/ANG I1); SNIPs (polimorfismos de inserciéon de
un solo nucleétido); ROS (especies reactivas del oxigeno); IL-1B (interleucina 1 B); NF-kB (factor de
transcripcion nuclear kappa B); PKA (proteina cinasa A); VEGF (factor de crecimiento del endotelio vascular);
eNOS (sintasa endotelial del oxido nitrico); NO™ (6xido nitrico); BP (presién arterial). MMedicamento utilizado
para tratar la anemia y evitar la transfusion de glébulos rojos en pacientes con insuficiencia renal crénica
sometiggs a hemodialisis. Adaptada de: Palm F, et al. Am J Physiol Heart Circ Physiol. 2007;293:H3227-
H3245""".
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13. Epigenética

“Nothing in biology makes sense except in the light of evolution”.
Theodosius Dobzhansky®’® (1900-1975).

“The difference between genetics and epigenetics can probably be compared to the difference between writing
and reading a book. Once a book is written, the text (the genes or DNA stored information) will be the same in
all the copies distributed to the interested audience. However, each individual reader of a given book may
interpret the story slightly differently, with varying emotions and projections as they continue to unfold the
chapters. In a very similar manner, epigenetics would allow different interpretations of a fixed template (the
book or genetic code) and result in different read-outs, dependent upon the variable conditions under which this
template is interrogated”.

Thomas Jenuwein'®.

El término epigenética fue acufiado por Conrad Waddington (1905-1975) en
1942329 nara referirse a la ciencia que estudia las interacciones causales entre los
genes y sus productos que dan lugar al fenotipo. Sin embargo, las primeras nociones de
epigenética reportadas en la literatura datan de mediados del siglo XIX, si bien sus
origenes se remontan a 300ac (antes de Cristo) a las doctrinas de Hipdcrates y Aristoteles
(384-32ac.)"**%°

El conocimiento de que un mismo genotipo da lugar a diferentes fenotipos (mediante
la regulacién epigenética de la funcidn génica), se ha consolidado a través del tiempo. Del
mismo modo, el concepto de epigenética ha evolucionado paralelamente al avance en la
identificacion de los mecanismos moleculares involucrados en las vias epigenéticas.
Inicialmente se aludié a la epigenética, como al estudio de los cambios heredables del
genoma que suceden sin alterar la secuencia del DNA. No obstante, multiples procesos de
la expresion génica (durante la diferenciacion celular) involucrados en la determinacién del
fenotipo, no son heredables. Un planteamiento mas moderno, alude que la epigenética
estudia las modificaciones genéticas estables que generan cambios en la expresion y en la
funcién de los genes que no alteran la secuencia del DNA. Aunque este enunciado
precedente ha sido ampliamente aceptado entre los cientificos, recientemente se propuso
a la epigenética, como aquella ciencia que estudia los mecanismos moleculares

implicados en el estado funcional de la cromatina®".
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En circunstancias fisiologicas, las células somaticas que proceden de una célula
progenitora Unica (que contienen un mismo genotipo) se diferencian y adquieren rasgos y
funciones propias mediante la expresién o la supresién (“silenciamiento, inactivacion,
inhibicion, represion”) de algunos genes'®'*°. En nuestro organismo existen cientos de
lineas celulares. Si bien todas estas células poseen el mismo origen, las caracteristicas
(estructurales, moleculares y funcionales) difieren entre ellas. Las neuronas, los
hepatocitos, los cardiomiocitos, las células del sistema de conduccion del corazén y las
VSMC, son sumamente heterogéneas. En el genoma humano existen ~30.000 genes, por
ende, la trascendencia de la supresion génica no debe subestimarse. Tanto la formacién
como el destino de las células se controlan mediante la expresion y la supresiéon selectiva
de los genes. Este complejo proceso esta regulado por mecanismos epigenéticos. Luego,
el fracaso en la supresiéon de algunos genes puede generar consecuencias dramaticas en
la homeostasia del organismo™**.

Los mecanismos epigenéticos explican las modificaciones del material genético que
suceden como consecuencia del entorno en algunos fendmenos de la naturaleza
(mediante el silenciamiento génico). Este hecho, ha permitido a los cientificos estudiar la
modulacion de la expresion génica. Un complejo mecanismo que permite a un mismo
genoma expresarse de diferentes formas (epigenomas) en todo el organismo.

En el ano 2006, Andrew Fire (Stanford, CA) y Craig Mello (Massachusetts, MA),
fueron galardonados con el Premio Nobel de Medicina y Fisiologia por el descubrimiento
del RNA de interferencia (iRNA) o siRNA (small interfering RNA) en el nematodo
Caenorhabditis elegans, publicado en la revista Nature en 1998282 |a introduccion de RNA
antisentido en la célula interrumpe la expresion génica.

En el mismo ano, Roger Kornberg seguramente influenciado por su padre Arthur
Kornberg (Premio Nobel en 1959 por sus trabajos sobre la DNA polimerasa-la enzima que

facilita la replicacion del DNA), recibié el Premio Nobel de Quimica por sus aportaciones
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en el estudio de la transcripcion génica. Sus descubrimientos han permitido comprender
como el DNA se trasforma en RNA por accién de la RNA polimerasa 11%* (RNAasa |I).
Roger Kornberg y otros cientificos, describieron los principios basicos que rigen la
conversion de la informacion almacenada (DNA), en la informacion funcional (RNA) en la
cromatina de las células eucariotas. Tanto en los animales como en las plantas, el siRNA
representa un mecanismo de defensa nativo contra la invasién del material genético,
constituyendo a su vez, uno de los elementos responsables del silenciamiento génico
durante el desarrollo. ElI siRNA (iRNA) presenta enormes implicaciones terapéuticas, ya
que la identificacion y supresiéon de los genes defectuosos representan una enorme
promesa en el tratamiento de las enfermedades con componente genético’™*.

En 2008, David Baulcombe, Victor Ambros y Gary Ruvkun, recibieron el prestigioso
galarddn: “Albert Lasker Basic Medical Research Award” por el descubrimiento de los
microRNAs (http://www.laskerfoundation.org/awards/2008_b_description.htm).

En los modelos murinos, la supresién del gen Dicer, promueve la formacién de
neoplasias y otras enfermedades adquiridas. El gen Dicer es fundamental en la biogénesis
de los microRNAs (miRNAs), ya que modula la expresién de la enzima Dicer; una
endoribonucleasa perteneciente a la familia de la RNA polimerasa Il (RNAasa Ill)
presente en el citoplasma de las células. Esta enzima corta los RNAs de doble hebra
(double-stranded RNA o dsRNA) y los pre-miRNAs en pequefios fragmentos de dsRNA de
~20-25 bp (pares de bases) de longitud. En las células, estos diminutos fragmentos de
RNA regulan la expresion de gran numero de genes. Tanto los siRNAs, como los miRNAs,
son producidos mediante “dicing” por accion de las enzimas Dicer.

La inactivacién del cromosoma X en las hembras, se explica al menos parcialmente
por mecanismos epigenéticos. Los calico cats siempre son hembras, lo que significa que
poseen dos cromosomas X en cada célula. El gen que codifica el color naranja del pelaje

se localiza en el cromosoma X. No obstante, existe otro alelo del mismo gen que codifica
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el color negro del pelo. En las hembras, uno de los dos cromosomas X permanece inactivo
en todas las células. En consecuencia hereda un par de alelos (naranja y negro), por lo
que su pelambre presenta manchas de ambos colores. No obstante, el proceso de
inactivacion del cromosoma X es aleatorio, por lo que la clonacién de los calico cats,
nunca producira el mismo patron.

Adicionalmente, la epigenética es vital para el progreso de la tecnologia aplicada a las
células madre (stem cells). Estas células totipotenciales se diferencian hacia cualquier
linea celular del organismo en respuesta a ciertos estimulos. Se ha descubierto que el
DNA de las células madre es mas prono a la manipulacion epigenética. En la medida en
que las células desarrollan una linea celular especifica (“se especializan”), “restringen” el
acceso a ciertas regiones de su genoma mediante diversas modificaciones epigenéticas.
Este acceso que ha sido restringido, se manifiesta posteriormente como su potencial
limitado. Sin embargo, se desconoce el itinerario epigenético de las células madre. Los
cientificos pretenden desarrollar lineas celulares predeterminadas (manipuladas
epigenéticamente) con fines especificos (regeneracion del tejido neurolégico, cardiaco,

vascular) en los cultivos de células madre (Figura 43).

Figura 43. Células madre. Izquierda. Imagen de una célula totipotencial (célula madre/stem cell) de la médula
6sea humana tomada mediante SEM (scanning electron microscopic). Imagen de Andrew Leonard
(www.aplmicro.com). Centro y derecha. Cultivos de células madre en diferentes biomateriales. Fotografias de:
Daniel G Anderson. Imagenes reproducidas de: Epigenetic?. The Epigenome Network of Excellence. 2006.

copyright © Epigenome NoE 34,
Los fendbmenos epigenéticos implican numerosas modificaciones quimicas del

material genético, las cuales no alteran la secuencia de los nucledétidos del genoma (Figura
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44). Un hecho crucial en dichos fendmenos es su reversibilidad, lo que implica que el
cédigo genético permanece inalterado. Por consiguiente, es fundamental reconsiderar el
concepto de fenotipo (definido desde antafo), frente a su acepcion contemporanea en el
contexto epigenético; ya que el fenotipo particular de cada célula, no se define
exclusivamente por la secuencia de los nucleétidos del DNA, presentes en el genoma. El

284,285

genotipo, el entorno y la epigenética, generan un fenotipo especifico Los

mecanismos que conforman la maquinaria de metilacion epigenética hacen parte de
ciertos procesos celulares vitales para el desarrollo del organismo, como la diferenciaciéon

celular y la respuesta celular al estrés®®*2%,

Figura 44. Modificaciones quimicas del material genético. Las transformaciones quimicas del DNA vy las
histonas promovidas por factores epigenéticos se heredan a través de las sucesivas divisiones celulares. Estas
modificaciones no alteran la secuencia de los nucleétidos del genoma, lo que implica que el cédigo genético
permanece incélume. Estas modificaciones del DNA hacen parte de ciertos procesos celulares esenciales.
Reproducida con minimos cambios en la forma de: Cassiday LA. Chem Eng New. 2009;87(37):11-16°%°.

Los primeros descubrimientos epigenéticos fueron realizados en las células
cancerosas®®’. Este hallazgo ha sido solo el comienzo de la caracterizacion de los
epigenomas que subyacen a multitud de patologias (neurolégicas, inmunoldgicas vy
cardiovasculares), entre otras enfermedades. Hoy dia es factible dilucidar la totalidad de
los epigenomas representados en las marcas epigenéticas de un determinado tipo celular.

La epigenética regula la variacion fenotipica, tanto en la salud como en la enfermedad. En
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consecuencia, el epigenoma permitira optimizar el entendimiento de las enfermedades en
los seres humanos. La epigenética ademas ofrece una nueva perspectiva en las
actuaciones preventivas y terapéuticas dirigidas a mejorar la salud®?®. Dada la
reversibilidad del proceso epigenético y a que las proteinas son cruciales en dicho
proceso, las proteinas constituyen blancos potenciales en las intervenciones
farmacoldgicas y de prevencion®®.

En este prometedor campo de investigacién se vienen evaluando fundamentalmente
dos tipos de tratamientos epigenéticos?*%?*!: 1. Los inhibidores de la metilacion del DNA. 2.
Los inhibidores de las deacetilasas de histonas (HDACI). Las deacetilasas de histonas
(HDAC), merced a su interaccion con determinados factores de transcripcién, son enzimas
claves en el control de diversos procesos biolégicos como: a. La expresién génica. b. La

homeostasia celular. c. Regulacion del ciclo celular. d. Diferenciacion celular. e. Apoptosis

celular. f. Proceso de envejecimiento. g. Reparacion del DNA (Figura 45).
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Figura 45. Deacetilasas de histonas y sirtuinas. Izquierda. Modelo estructural de las deacetilasas de
histonas (HDAC). Las HDAC humanas estan agrupadas en cuatro clases (I-1V), basandose en su similitud con
las HDAC de la levadura. Las HDAC |, Il y IV (HDAC clasicas) comparten semejanzas en sus secuencias y
requieren Zn’ para cometer su actividad enzimatica. De otro lado, las HDAC Ill (sirtuinas) difieren en su
homologia de las HDAC clasicas. Las HDAC constituyen un blanco terapéutico de un novedoso grupo de
farmacos epigenéticos. Imagen reproducida de: Epigenetic?.The Epigenome Network of Excellence. 2006.
copyright © Epigenome NoE™*. Derecha. Las sirtuinas (SIRT) comprenden una familia de proteinas
(deacetilasas) y/o ADP ribosiltransferasas dependientes de NAD" (nicotinamida-adenina-dinucleotido) como
cofactor, las cuales generan NAM (nicotinamida), siendo la NAM a a su vez un inhibidor endégeno de las SIRT.
Las SIRT derivan el nombre de su paralelismo con la familia SIR2 de la levadura S. cerevisiae y se
caracterizan por tener gran variedad de proteinas diana sobre las que ejercen su actividad (sustratos
histénicos y no histénicos). Las SIRT se encuentran implicadas en diversos procesos celulares vitales: 1.
Senectud. 2. Metabolismo. 3. Adaptacion al estrés oxidativo. 4. Silenciamiento epigenético de los telomeros",
del DNA ribosémico nucleolar y de otros genes. Grafica adaptada de: Feige JN, Auwerx J. Transcriptional
targets of sirtuins in the coordination of mammalian physiology. Curr Opin Cell Biol.2008;20(3):303-309. Mhe
2009 Nobel Prize in Physiology or Medicine was awarded to Drs. Elizabeth H Blackburn, Jack W Szostak and
Carol W Greider for their discovery of how chromosomes are protected by telomeres and the enzyme
telomerase. http://nobelprize.org.

Actualmente se vienen desentrafiando los mecanismos moleculares de diversos
fendmenos epigenéticos a un compas sorprendente. Paulatinamente se van descubriendo
las principales rutas epigenéticas mediante novedosos abordajes y sofisticados
instrumentos. No obstante, atn el reto es enorme®”%°",

Después del desentrafiamiento del genoma humano, no sorprende que la epigenética
haya pasado de la penumbra, a ser uno de los tdpicos mas algidos en biologia. La
epigenética ha evolucionado recientemente desde la compilacion de una serie de

fendmenos bioldgicos documentados como meras curiosidades cientificas e inexplicables

genéticamente, hasta constituirse en un extenso y apasionante campo de estudio. Se
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prevé que el estudio del epigenoma en las diversas lineas celulares del organismo (tanto
en su estado fisioldgico como patoldgico) permitira a los investigadores comprender mejor
280,286

la epigenética y por ende las enfermedades

13.1 Métodos de cribado (screening) epigenéticos

“l hope that by the end of the Road Map Program, epigenomic analysis won’t be something that only experts
utilize. Rather, it will be used routinely in labs to investigate diseases and develop therapies”.
John S. Satterlee®.

Aunque se ha logrado descifrar la secuencia del genoma humano, nuestra
comprension de la compleja red que acontece en el interior de las células, dista
cuantiosamente de ser completa. La cartografia del epigenoma humano como reto
posterior al secuenciamiento del genoma, representa un arduo cometido. Si bien es loable
determinar el estado epigenético de la secuencia del genoma, la cartografia de la totalidad
del epigenoma humano requerira del secuenciamiento de decenas de genomas que
engloban las diferentes lineas celulares del organismo en los diferentes estados del
desarrollo®. La cartografia fisica del genoma mediante la técnica del bisulfito, es en la
actualidad el método mas empleado para determinar el grado de metilacion de los

gen68286,291

(Figura 46). Se vienen desarrollando diferentes instrumentos que utilizan la
diferencia en la afinidad de las enzimas de restriccion hacia los dinucledtidos CpG
(nucledtidos pareados de citosina y guanina del genoma) metilados y no metilados.
Adicionalmente, se estan perfeccionando otras técnicas que incorporan las ventajas de la
tecnologia chip en el estudio del DNA, entre otros métodos. Este ultimo procedimiento
permite establecer rapidamente el grado de metilacién de miles de islas CpG
simultdneamente, empleando las técnicas de metilacién diferenciada mediante

hibridacion?®%2%2,
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Figura 46. Cartografia del genoma mediante la técnica del bisulfito. Izquierda. El bisulfito de sodio
transforma los residuos de citosina (C) no metilados (reflejados en color verde) en uracilo (U) matizados en
color azul, en el DNA del genoma. Las C metiladas (mostradas en color rojo) son resistentes a dicha
conversion y se identifican a través del secuenciamiento de alto rendimiento y del microarray. Las barras
amarillas representan secuencias de DNA unidas a los segmentos terminales de cada fragmento de DNA que
permiten su amplificacion mediante PCR (polymerase chain reaction). Reproducida con modificaciones de
forma de: Cassiday L. Chem Engin News. 2009. 87(37):11-16286. Derecha. Imagen de Brock Christensen. El
DNA tratado con bisulfito y analizado mediante microarray revela grados de metilacion tejido-especifica. Cada
hilera del microarray representa el dinucleétido CpG y cada columna constituye una muestra de tejido de
diferentes individuos. Las barras expuestas en diversos colores y situadas en la parte superior de las columnas
del microarray sefalan el tipo de tejido de las muestras. Adaptada de: Christensen BC, Houseman EA, Marsit
CJ, Zheng S, Wrensch MR. Aging and environmental exposures alter tissue-specific DNA methylation
dependent upon CpG island context. PLoS Genetics 2009. 5(8):e1000602.

13.2 Epigenética y medio ambiente

La expresion de los genes permanece estable a través de multiples generaciones
celulares, aunque se modifica durante el desarrollo del organismo y en respuesta a
diversos estimulos del entorno (ambiente). El perfil epigendmico varia de un tipo celular a
otro y a través del tiempo, merced a diferentes aspectos: fisioldgicos (tipo de tejido, etapa

del desarrollo, envejecimiento); patolégicos (cancer); farmacoldgicos (medicamentos);
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nutricionales (dieta); ambientales (contaminantes, particulas en suspension) vy
conductuales (habitos de los progenitores), entre otros condicionantes del entorno®®2%,
Este hecho es trascendental en los fenémenos epigenéticos'*®"'*" (Figura 47). A su vez, los

factores genéticos y el entorno influyen en la génesis de las enfermedades.

Figura 47. Epigenética y medio ambiente. La epigenética representa la interrelacion entre el genotipo, el
fenotipo y el entorno (ambiente). El epigenoma se ve afectado por diferentes aspectos del desarrollo y por los
condicionantes del entorno. El perfil epigenémico cambia a través del tiempo, en respuesta a diferentes
factores. El entorno promueve modificaciones en la cromatina. En el centro de la Imagen, los nucleétidos
(reflejados en tono amarillo) a lo largo de la estructura del DNA (mostrado en color rosa) se disponen en
espirales adheridas alrededor de las histonas (expuestas en matices azul y blanco), conformando los
cromosomas (visualizados en bermellén) en el niucleo de la célula. Imagen central delegada por Genevieve
Almouzni y realizada por Nicolas Bouvier. Modificada de: Epigenetic?. The Epigenome Network of Excellence.

2006. copyright © Epigenome NoE %4,

Las modificaciones epigenéticas representan el elemento de conexién entre los genes
y el entorno®®?%_ Por consiguiente, podemos entender la epigenética como un complejo
mecanismo molecular central del organismo. Se ha sugerido la existencia de un codigo
epigenético que trasciende al cddigo genético y regula la informacion almacenada en el

genoma'***" (Figura 48).
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Figura 48. Impacto epigenético sobre el control génico. Diversas modificaciones bioquimicas del DNA y de
las histonas, tales como la metilacion del DNA (simbolizada con los hexagonos pequefios), la metilacion de las
histonas (hexagonos grandes), la acetilacion (triangulos) y la fosforilacion (circulos), acontecen como
respuesta al entorno (ambiente) y modulan la estructura de la cromatina. La disposicion de la cromatina regula
el acceso de diferentes proteinas, incluyendo los factores de transcripcion (6valos) al DNA, regulando de esta
manera la expresion de los genes. El impacto epigenético sobre el control génico ejerce acciones sobre varios
sistemas bioldgicos: 1. La biologia humana. 2. Las células madre. 3. El proceso de envejecimiento. 4.
Patologias como el cancer y las enfermedades cardiovasculares, entre otras nosologias. Reproducida con
modificaciones de forma de: Akhtar A, Cavalli G. The Epigenome Network of Excellence. PLoS Biol.
2005;3(5):e177. http://www.plosbiology.org/article/info.

Existe evidencia creciente de que algunos rasgos “no heredables” presentan un
mecanismo de trasmision no gendémica. La influencia de ciertos agentes que actuan en las
fases iniciales del desarrollo modifican los patrones epigenéticos y se trasmiten a la

298-300

progenie, repercutiendo en mas de una generacion Se presume que en esta

141301 |La metilaciéon del

transmisibilidad participan diferentes mecanismos epigenéticos
DNA, la modificacion covalente de las histonas, los fragmentos de RNA no codificantes
(small non-coding RNAs) o RNAs, son los mecanismos epigenéticos mas representativos.
Todos estos mecanismos constituyen elementos esenciales en este modelo epigenético®”

(Figura 49).
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Figura 49. Modelo epigenético. Izquierda. Los cromosomas estan compuestos por cromatina. La cromatina a
su vez esta conformada por el DNA envuelto alrededor de 8 unidades de histonas. Cada octamero de histonas
constituye un nucleosoma. Los “tallos o colas” de las histonas (que protruyen a través de las mismas), sufren
diversas modificaciones epigenéticas: fosforilacion (Ph); metilacion (Me); acetilacion (Ac), entre otras
modificaciones. Las moléculas del DNA se metilan mediante la adicion de grupos metil (CH3) al carbono
ubicado en la posicién cinco (Cs), situado en las bases de citocina (C) que se encuentran adyacentes a una
base de guanina (G) de las regiones CpG del genoma. Esta reaccion quimica esta catalizada por las
metiltransferasas del DNA (DNMT). La transcripcién génica implica la conversion del DNA al RNA mensajero
(mRNA). La metilacién del DNA y la deacetilacion de las histonas inhiben la transcripcidon génica. EIl mRNA se
traslada a la proteina. Sin embargo, este proceso puede ser interrumpido por la incorporacion de micro RNAs
(miRNAs) al mRNA. Cada enlace de miRNA al mRNA puede alcanzar hasta 200 genes diana. Los miRNAs
también se encuentran involucrados en la metilacion del DNA y pueden alterar la estructura de la cromatina, al
modificar las histonas. Adaptada de: Relton CL, Smith GD. PLoS Med. 2010;7(10):e1000356(1-8)**.

13.3 El Paradigma DOHaD

Las observaciones respecto a que las influencias en las etapas iniciales de la vida
repercuten en el desarrollo de las enfermedades en la vida adulta, el denominado
“paradigma DOHaD” (Developmental Origins of Health and Disease), ha permitido afinar
nuestra comprension de la biologia humana. El fendbmeno DOHaD, propuesto por
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Gluckman , constituye un amplio subsidiario de diferentes procesos de la plasticidad
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del desarrollo, a través de los cuales el organismo se adapta a su entorno durante el
curso de la vida.

Este proceso adaptativo permite conservar la variabilidad fenotipica mediante los
cambios transitorios del entorno. Las vias de sefializacion responsables de la plasticidad
fenotipica actiuan particularmente en las fases iniciales del desarrollo. Estas vias de
sefalizacion pueden afectar un solo érgano o sistema y producen ajustes integrados en el
fenotipo adulto mediante un proceso regulado por mecanismos epigenéticos e influenciado
por la “prediccion” del entorno ulterior del organismo.

En los mamiferos, el entorno intrauterino adverso genera un abanico de respuestas
integradas mediante la participacion de ciertos genes que “almacenan la informacion” de la
trayectoria del desarrollo, en espera de condiciones postnatales desfavorables del entorno.
La discrepancia entre el entorno anticipado y el entorno real del individuo, expone al
organismo a consecuencias adversas (a mayor discrepancia mayor riesgo).

En los humanos esta prediccion es inexacta, debido a la gran variabilidad del entorno
posnatal. Sin embargo, se presume que los mecanismos epigenéticos contribuyen
decididamente a la epidemiogénesis de las enfermedades crénicas no trasmisibles como

las ECV ateroscleréticas. Gluckman y cols.>®

, postularon que el fendmeno DOHaD, es
consecuencia de una mala adaptacién del mecanismo ancestral de la plasticidad del
desarrollo, que pudo haber tenido un valor adaptivo en la evolucion de las especies como

el Homo sapiens.

13.4 Mecanismos epigenéticos

“It is tempting to wonder if this twisted sugar string of purine and pyrimidine base beads is, in fact, God".
James Dewey Watson.
To answer Watson, “The genetic alphabet is more akin to the word of God, and its translation to his hand”
The Epigenome Network of Excellence'*.

Las cinco bases nitrogenadas (adenosina, citosina, guanina, timina y uracilo) que
forman parte de los acidos nucléicos (DNA y RNA) se representan en el cédigo genético
con las letras: A, C, G, T, U, respectivamente. La secuencia de los nucledétidos del genoma
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humano permanecen inalterados a lo largo de la vida de cada individuo. Si bien, el DNA y

las histonas sufren modificaciones quimicas (epigenéticas) motivadas por diversos

138-141

estimulos . A mayor discrepancia en el estilo de vida entre las personas, mayor sera

la diferencia en el grado de metilacién del DNA y de las histonas (Figura 50).

Figura 50. Cartografia cromosémica en gemelos monocigotos. El delicado ajuste bioquimico del genoma
determina cuales genes se expresan. En consecuencia, los gemelos monocigotos no estdn necesariamente
predeterminados a compartir el mismo destino, ya que el DNA de cada uno de ellos presenta modificaciones
epigenéticas disimiles. Por consiguiente, no es correcto afirmar que los gemelos monocigotos son idénticos. Si
bien sus similitudes son mayores que sus discrepancias, sus diferencias son mas acusadas a lo largo del
proceso de envejecimiento. En la imagen de Fraga y cols., se exhibe la cartografia realizada a través de la
técnica de la metilacion diferencial del DNA mediante hibridacion. En esta imagen, se muestran los resultados
de la hibridacion competitiva de los cromosomas 1, 3, 12 y 17 durante la metafase en parejas de gemelos de 3
y 50 afos de edad. Los gemelos a los 50 afios de edad presentan marcados cambios en el grado de metilacion
del DNA evidenciados por la presencia de matices verdes y rojos (hipermetilacion e hipometilacion del DNA,
respectivamente). Por el contrario, en los gemelos a los 3 afios de edad, el grado de metilacion del DNA es
bastante similar (reflejado en tono amarillo, verde y rojo). En el ideograma, las variaciones en el grado de
metilacion del DNA, estan representadas en barras rojas y verdes. Tomada de: Fraga MF, Ballestar E, Paz MF,
Ropero S, Setien F, et al. Epigenetic differences arise during the lifetime of monozygotic twins. The National
Academy of Sciences of the USA (PNAS). 2005;102(30):10604-10609.
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Potencialmente todos los cromosomas del organismo pueden presentar
modificaciones epigenéticas las cuales inactivan la expresion de algunos genes que
deberian protegernos contra las enfermedades, haciendo que los cromosomas se tornen
fragiles y aparezcan diversas patologias®®**®. Jérn Walter, afirmé en sentido figurado: I
would take a picture of a computer and say that the hard disk is like DNA, and then the
programmes are like the epigenome. You can access certain information from the hard disk
using the programmes on the computer. But there are certain password protected areas
and those which are open. | would say we're trying to understand why there are passwords
for certain regions and why other regions are open”. Del mismo modo Neil Brockdorf
puntualizé: Epigenetic marks regulate the ‘open’ or ‘closed’ state for regions of the genome
and thereby control the ‘on’ and ‘off’ status of genes. A key point is that epigenetic marks
can be heritable and provide a means to transmit the ‘on’ or ‘off’ state through the process
of cell division” .

Las modificaciones epigenéticas mejor estudiadas son: la metilacion de la citosina del
DNA y la modificacién covalente postrasduccional de las histonas®%®’.

13.5 Metilacion del DNA

El primer mecanismo epigenético descubierto y mejor caracterizado, es la metilacion
covalente de los residuos de citosina de las moléculas del DNA%’. La metilacién del DNA
consiste en la adicion del grupo metil (CH3;), al anillo aromatico de la citosina del DNA,
situada previa y contiguamente a una guanina. En las células eucariotas este grupo metil
se incorpora al carbono en la posicion 5 de la citosina presente en el dinucledtido CpG
11134 del genoma'®*®_ En bilogia del desarrollo, la metilacion del DNA representa el
principal mecanismo epigenético de los mamiferos. Este mecanismo ejerce gran influencia
en la transcripcidon y en la expresion génica, siendo uno de los responsables de la
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plasticidad fenotipica®*%. La metilacion del DNA es un proceso dinamico y reversible®®,

pudiendo afectar genes clasicos o miRNAs>**2% (Figura 49).

153



Marco conceptual

Como delineamiento general, la metilacion del DNA inhibe la transcripcién génica,
mientras que la hipometilacion (pérdida de metilacion del DNA) produce activacién
transcripcional. La hipometilacion del DNA en la regién codificante y en el intrén del gen,
produce inestabilidad cromosémica, reactivacion de transposones (elementos parasitos del

DNA) y alteraciones de la impronta gendmica'®"*'

. La hipermetilacion en la region del
promotor del gen (en ciertos genes “supresores”), hace parte de diferentes procesos
fisiolégicos: 1. La regulacién del ciclo celular. 2. La adhesion celular. 3. La reparacién del
DNA. 4. La apoptosis. 5. La angiogénesis.

En las células somaticas humanas ~1% de las citosinas se encuentran metiladas®”,
aunque existe variabilidad tisular (~3-6%)°®. Esta proporcién de citosinas metiladas
corresponde ~70-90% del total de la citosinas de los dinucleétidos CpG del genoma®®3°,
Las regiones del genoma en las cuales se concentran los dinucleétidos CpG se
denominan islas CpG. Las islas CpG poseen una proporcion de citosina y guanina superior
al 55%. En el genoma humano existen ~45.000 islas CpG. En los mamiferos las islas CpG
se localizan en la regién del promotor del gen o en el primer exdn de ciertos genes (~40%
de los genes). La distribucidon de la secuencias de los dinucleétidos CpG no se realiza al
azar y su frecuencia es menor que la que cabria esperarse estadisticamente en el genoma
(fendmeno de supresion de las islas CpG).

Funcionalmente los dinucledtidos CpG de la region reguladora 5’ del promotor del gen
no se encuentran metilados. Si bien, en determinadas circunstancias pueden metilarse
interrumpiendo la transcripcién génica. Por el contrario, las islas CpG de los intrones de los
genes y de los elementos repetitivos del DNA del genoma estan habitualmente

metilados?3%31°,

Exclusivamente una pequefa proporcién de la metilacién global del
genoma obedece a la metilacion del promotor de los genes, ya que la mayor parte de los
dinucledtidos CpG metilados se localizan en las secuencias repetitivas del genoma como

retrovirus endégenos®'’, permaneciendo en estado “silente” e impidiendo la amplificacion
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de nuevas particulas y su posterior inserciéon en el genoma®®. La metilacién del DNA
constituye un mecanismo de defensa contra la inestabilidad cromosémica y la interrupcién

génica causada por la reactivacion de estos transposones®'" (Figura 51).

Figura 51. Representacion de la cromatina y expresion génica. Los factores de transcripcion (TFs) son
moléculas, proteinas o pequefios fragmentos de RNA no codificantes (short/small non-coding RNA o RNAs),
que interactian en grupos o complejos involucrados (as) en la regulacion de la expresion de los genes. DNA
(acido desoxiribonucléico); Pol Il (polimerasa Il); mMRNA (RNA mensajero); RNA (acido ribonucléico). Adaptada
de: Bruneau BG. Epigenetic Regulation of the Cardiovascular System: Introduction to a Review Series. Circ
Res. 2010;107:324-326.

En los mamiferos, ademas de la importancia de la metilaciéon del DNA en la expresion
geénica y en la inactivacion de las secuencias repetitivas de los elementos transponibles de
los cromosomas, los cambios en el grado de metilacion del DNA mas importantes se
producen durante el desarrollo embrionario®'?. Después de la fecundacién se elimina el
patrén previo de metilacion del DNA y se establece el nuevo patrén de metilacién del

genoma (metilacion de novo), indispensable para: 1. La expresion de ciertos genes (tejido-
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especifica). 2. La inactivacion del cromosoma X en las hembras. 3. El proceso de impronta
genomica (expresion selectiva de un gen de acuerdo al origen parental del alelo).

La metilaciéon del DNA altera la transcripcion génica de diferentes formas: 1. Al
incorporarsen las citosinas metiladas al surco mayor de la doble hélice del DNA. En esta
circunstancia se bloquea el acceso de los factores transcripcionales a su centro activo,
interrumpiendo la transcripcion génica®'®. 2. Al disminuir la actividad de la RNA polimerasa
I3, 3. Mediante el reclutamiento de proteinas portadoras de dominios MBD (methyl
binding domain) o DMR (dominios de cromatina con metilacién diferenciada) en el
promotor del gen®'®. La incorporacion de estas proteinas MBD al DNA metilado dificulta el
acceso de los factores de transcripcion. 4. Al modificar la estructura de la cromatina®'®
(Figura 51).

13.5.1 Metiltransferasas del DNA

Las DNMT son las enzimas responsables de la metilacion del DNA, siendo a su vez
dependientes de la SAM. Se han identificado 4 genes que codifican las diferentes
isoenzimas de las DNMT, si bien, exclusivamente se han caracterizado tres de ellas:
DNMT1, DNMT3A y DNMT3B. Las DNMT presentan afinidad particular hacia la metilacion
de ciertos sustratos. La DNMT1 actua sobre el DNA hemimetilado, a diferencia de las
DNMT (3Ay 3B), que ejercen su accion sobre el DNA no metilado™'*'".

Se conocen dos reacciones de metilacion del DNA catalizadas por las DNMT: 1. La
metilacién de novo, en la cual se adicionan grupos metil a las secuencias no metiladas
previamente para establecer el nuevo patron de metilacion (posterior a la desmetilaciéon
masiva del genoma) durante la embriogénesis. La DNMT3A y la DNMT3B, son las
enzimas responsables de la metilacion de novo del DNA. 2. La metilacion de
mantenimiento, mediante la cual se conserva el patron de metilacion del DNA después de
la replicacion celular. La DNMT1 es la enzima encargada de este proceso y es la enzima

predominante en las células somaticas®®'*'".
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13.5.2 Desmetilacion del DNA

La desmetilacion del DNA es el mecanismo mediante el cual se eliminan los patrones
previos de metilacion del DNA del genoma. Este fendmeno se lleva a cabo en el genoma
paterno durante la fertilizacién y en el genoma materno durante el desarrollo del cigoto®'®.
Posteriormente a la desmetilacion masiva del genoma sobreviene el nuevo proceso de
metilacién del DNA (metilacion de novo). Existen diferentes enzimas involucradas en la
desmetilacion del DNA, aunque se desconocen los mecanismos intrinsecos que regulan
este proceso®'"*"°.
13.6 Modificacion de histonas

En la mayoria de las células eucariotas (células que poseen nucleo verdadero,
separado del citoplasma por doble membrana y en cuyo interior se encuentra el material
genético), el DNA gendmico se encuentra replegado y compactado con diversas proteinas
(entre las que destacan las histonas), formando un polimero sumamente dinamico,
denominado cromatina®?°. Las histonas son proteinas basicas que contienen ~20% de
aminoacidos con carga positiva, como la arginina y la lisina®'. Filogenéticamente, en las
células eucariotas las histonas son proteinas con elevado grado de conservacion. Este

hecho, sugiere que la cromatina surgié durante la evoluciéon para almacenar y preservar el

DNA en el nucleo de las células®? (Figura 52).

Figura 52. Subunidad de Histonas. Pintura de David Sweatt (Histone Subunit). En esta admirable obra
maestra, el artista refleja con perspicacia la estructura y naturaleza del dinamismo del nucleosoma. Imagen
adaptada de la portada de la revista: nature biotechnology (volimen 28, nimero 10, de octubre de 2010).

157



Marco conceptual

13.6.1 Cromatina, histonas y organizacion del nucleo celular

“The major problem, | think, is chromatin... you can inherit something beyond the DNA sequence. That's where
the real excitement of genetics is now”.
James Dewey Watson®%,

Las histonas conforman la estructura macromolecular de los cromosomas y permiten
o no el acceso de los factores transcripcionales al DNA%"3%°_ | os cambios en la estructura
de la cromatina afectan la accesibilidad de los factores de transcripcion génicos. Las
histonas desempefan diferentes funciones: 1. Organizan la cromatina en el interior del
nucleo de las células eucariotas. 2. Participan en diversos procesos fisiolégicos como: a.
La reparacion del DNA. b. La regulacion de ciclo celular. c. La apoptosis. d. La
diferenciacion celular. e. El proceso fisioldgico del envejecimiento®'*24.

El nucleosoma constituye la unidad fundamental y repetitiva de la cromatina (Figuras
49 y 53). El nucleosoma esta compuesto por 146 pares de bases (pb) del DNA, al cual
rodean, generando ~1°7 vueltas alrededor del octamero de histonas. El octamero de
histonas esta conformado por dos dimeros de histonas (H3 y H4) y un tetramero de
histonas H2A y H2B%%032°,

Los nucleosomas se condensan conformando la cromatina, al replegarse el DNA en el
nucleo de la célula. Cuando la cromatina se compacta, se limita la accesibilidad a los
factores de transcripcion. Mediante este mecanismo la célula regula diversos procesos
mediados por el DNA, tales como; la transcripcién génica, la replicacién y la reparacion del
DNA®?,

Funcionalmente existen diferentes niveles de compactacién de la cromatina, por lo
que se diferencia entre la eucromatina y la heterocromatina (Figura 53). Thomas Jenuwein
afirmé sobre el nucleosoma: “While DNA is the unit for genetic information, the nucleosome
is the unit of epigenetic information that can respond to environmental signals and

influence the way genes work”"*,
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Figura 53. El nucleosoma. Izquierda y centro. El nucleosoma constituye la unidad basica y repetitiva de la
cromatina (“replegamiento” del DNA). Cuando el DNA se compacta alrededor de las histonas (proteinas del
nucleosoma) se interrumpe la transcripcion génica. Regroducidas de: Bethesda (MD): National Center for
Biotechnology Information (US). 2010 (Updated 2011)*°'. Derecha. Estructura en cristal del nucleosoma
(disefio de la Dra. Karolin Luger-Colorado State University). Disposicion del nucleo del octamero de histonas y
los 146 pares de bases del DNA situados a su alrededor conformando una super hélice. La disparidad de la
union entre las histonas y el DNA modifican la geometria de la super hélice. Se exponen en diferentes matices
las regiones acetiladas (verde), metiladas (amarillo), metiladas o acetiladas (rojo) y fosforiladas (azul) en varias
histonas (blanco). EI DNA duplex se muestra en color ambar. Reproducida de: Cassiday L. Chem Engin News.
2009. 87(37):11-16286. Luger K, et al. Crystal structure of the nucleosome core particle at 2.8 A resolution.
Nature. 1997;389:251-260.

El término eucromatina hace alusion al estado en que la cromatina es accesible a los
factores de transcripcion y a la RNA polimerasa. Por ende, la eucromatina favorece la
transcripcion génica (sintesis de RNA mediante la copia de determinadas secuencias del
DNA del genoma). Por el contrario, la heterocromatina se relaciona con inactividad
transcripcional, ya que a diferencia de la eucromatina (que es mas laxa), la
heterocromatina se encuentra en las regiones cromosdémicas en las que la cromatina esta
mas compactada®®. La heterocromatina se localiza en ciertos genes que no se expresan,
como sucede en algunos tejidos (heterocromatina facultativa) o en las regiones del
genoma en las que existen secuencias repetitivas de DNA (heterocromatina constitutiva).
La conformacion de eucromatina o de heterocromatina depende sustancialmente del
numero de contactos que se establezcan entre los nucleosomas.

Distintos factores epigenéticos, entre ellos: 1. Las modificaciones postrasduccionales
de las histonas. 2. La remodelacion de la cromatina y 3. La incorporacién de las variantes

324

de las histonas, influyen adicionalmente en el contacto entre los nucleosomas’” (Figura

53).
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Se conocen cinco clases de histonas: la H1 o histona de unién y cuatro histonas
nucleosémicas (H2A, H2B, H3 y H4), las cuales conforman un octamero de histonas. Las
histonas que constituyen el nucleosoma poseen estructura similar: presentan un dominio
central globular y un extremo amino-terminal (N-terminal). EI domino central contribuye al
ensamblaje del octamero que forma el nucleosoma. Los extremos N-terminales (ricos en
aminoacidos basicos) ejercen funciones en la replicacion y en la transcripcién génica. Este
hecho obedece a que los extremos N-terminales de las histonas son especialmente
vulnerables a multiples modificaciones covalentes postrasduccionales (merced a la
participacién de ciertas enzimas), transformando la estructura del nucleosoma y los
contactos internucleosomales®’.

Existen otras variantes de histonas localizadas en ciertas regiones de la cromatina
que alteran las propiedades del nucleosoma y la dinamica de la cromatina. En el “codigo
de histonas”, la modificacion de los extremos N-terminales de las histonas afecta la
interaccién con otras proteinas afines a la cromatina®'3?*. Se ha implicado el cédigo de
histonas en diferentes procesos®’*%’,

13.6.2 Modificacién postrasduccional de histonas

Las modificaciones postrasduccionales de las histonas estan estrechamente ligadas a
la regulacion de la transcripcion génica, tanto a la activacion como a la inactivacion de la
cromatina (Figuras 49 y 53). Aunque la mayor tasa de modificacion de las histonas reside
en los extremos N-terminales, también se han referido modificaciones en su porcién
globular. Se han descrito al menos ocho modificaciones diferentes de histonas en mas de
60 aminoacidos diferentes. La modificacion covalente de histonas, al igual que la
metilacion del DNA también es un proceso dinamico y reversible. Estas modificaciones
aparecen y desaparecen de la cromatina en cuestién de minutos, dependiendo de las
condiciones de sefializacion en el interior de la célula. A su vez, las histonas que han sido

modificadas pueden interrelacionarse entre si de diversas maneras®?°.
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La modificacion de las histonas constituye un mecanismo epigenético esencial en la
programacion de la memoria metabdlica celular y la perpetuacion del fenotipo
proinflamatorio de las VSMC en la enfermedad vascular de los pacientes con DM*%. La
estructura de la cromatina se modifica a través de diferentes procesos: acetilacion,
metilacién, fosforilacion, ubiquitinacién, biotinilacién, sumoilacién, ribosilacion,
isomerizacion y deaminacion, entre otros®**>?° (Figuras 49 y 53):

1. Acetilacién. La acetilacion de las histonas es la modificacién covalente de las
histonas mejor estudiada. Esta se lleva a cabo sobre los residuos de lisina. Este dinamico
proceso se encuentra implicado en la reparacion del DNA. Asimismo, se asocia a la
transcripcion génica, a diferencia de la deacetilacién de las histonas que se relaciona con
silenciamiento transcripcional®®*. Las acetiltransferasas de histonas (HAT) y las HDAC son
las enzimas encargadas de la acetilacion y la deacetilacion de los residuos de lisina. Los
HDACI han sido el punto de mira de la elaboracion de medicamentos antineoplasicos, ya
que revierten las alteraciones epigenéticas en las células cancerosas®®. Existe evidencia
de que los HDACI logren restaurar la expresién génica en algunas lineas celulares del
tejido cardiaco®.

2. Metilacion. La metilacion de las histonas, es una de las modificaciones de las
histonas mejor caracterizadas. La metilacion de las histonas se lleva a cabo sobre los
residuos de lisina y arginina. La histona que presenta mayor tasa de metilacion es la H3,
seguida de la H4. El proceso de metilacion de las histonas se produce en los residuos de
lisina (4, 9, 27 y 36) de la histona H3, en la lisina 20 de la H4, en la arginina (2, 8, 17 y 26)
de la histona H3 y en la arginina 3 de la histona H4>*'. A diferencia de la acetilacion y la
fosforilacion de las histonas, la metilaciéon de las histonas es un mecanismo epigenético
mas estable. La metilacién de las histonas se relaciona con diferentes procesos celulares:
a. La regulacion de la transcripcidn génica. b. La respuesta al dafio del material genético.
297,329_

c. La formacioén de la heterocromatina
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3. Fosforilacion. La fosforilacion de las histonas esta en relacién con el control
transcripcional y se lleva a cabo sobre los residuos de treonina y serina. La fosforilacion es
un mecanismo epigenético a través del cual la célula capta los estimulos extracelulares.
Este proceso esta mediado por diferentes quinasas implicadas en multiples vias de la
sefializacién celular.

4. Ubiquitinacion. La ubiquitina representa la fraccion protéica que se une de forma
covalente a una proteina mediante varios pasos enzimaticos. La ubiquitinacién de las
histonas las realizan las ubiquitinasas que actuan sobre los residuos de lisina. Esta
modificacion epigenética interviene sinérgicamente con otras modificaciones de histonas.
Su nexo con el estado transcripcional es incierto, ya que se han reportado resultados en
ambas direcciones (activacion e inactivacién transcripcional). La ubiquitinacién de las
histonas ejerce como via de sefializacién celular en el reconocimiento de ciertos factores
reguladores®®.

5. Biotinilacién. La incorporacion de biotina a las histonas se realiza mediante una
reaccion catalizada por dos clases de enzimas, la biotinilasa y la holocarboxilasa sintetasa,
que utilizan biotina y ATP (adenosintrifosfato) como sustrato. Se desconocen las
implicaciones de la biotinilacion en los procesos celulares. Se relaciona con
“silenciamiento” transcripcional y la reparacién del DNA. Adicionalmente, la biotinilacion
puede afectar otras modificaciones de histonas.

6. Sumoilacion. La sumoilaciéon consiste en la incorporacién de un grupo SUMO
(Small Ubiquitin Modifier) de forma covalente a los residuos de lisina de las histonas. Esta
modificacion postranscripcional puede alterar cualquiera de las histonas que conforman el
nucleosoma. La sumoilacién se asocia a inhibicion transcripcional.

7. Ribosilacién. Es un mecanismo epigenético implicado en la reparacion del DNA. La

ribosilacion se asocia a activacién transcripcional.
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8. Isomerizacion. Es una modificacidon no covalente de las histonas que regula la
transcripcién génica mediante la metilacion de la lisina. La isomerizacién de los residuos
de prolina de las histonas es un proceso reversible en el que intervienen las isomerasas
encargadas de la formacién de cis-prolina y de trans-prolina®?°.

9. Deaminacion. Este mecanismo epigenético interrumpe la activacion transcripcional
mediada por la metilacion de los residuos de arginina de las histonas, al ejercer una accién
opuesta sobre el proceso de metilacion de los residuos de arginina. La deaminacioén de las
histonas se lleva a término en los residuos de arginina, convirtiéndolos a citrulina.

13.6.3 Metiltransferasas de histonas

Las enzimas que catalizan la adicion del grupo metil a los residuos de arginina o de
lisina de las histonas, se denominan metiltransferasas de histonas (HMT). Las HMT son
enzimas especificas que modifican las histonas y utilizan la SAM como fuente donante de
grupos metil. Estas proteinas HMT contienen una secuencia particular de 130 aminoacidos
que cataliza la metilacion de las histonas (dominio SET), de sus siglas en inglés: su(var)3-
9, enhancer of zeste, trithorax. Las proteinas del grupo trxG (trithorax) y el PcG (Polycomb)
reconocen y trasmiten patrones de la expresidon génica heredables a través de
mecanismos epigenéticos que aun se desconocen.

Existen dos clases de HMT: 1. Las HMT que metilan los residuos de lisina (K-HMT) y
2. Las HMT que metilan los residuos de arginina (R-HMT), también conocidas como
PRMT®.

13.6.4 Desmetilacion de histonas

La desmetilacion de las histonas las efectian las enzimas portadoras de dominios
desmetilasa. Se conocen dos tipos de dominios que desmetilan lisina en las histonas. De
otro lado, no se han identificado enzimas que desmetilen los residuos de arginina de las

histonas. Progresivamente se vienen caracterizando diversas desmetilasas de las
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histonas. Se presume que las desmetilasas de las histonas estan involucradas en la
expresion génica, en el desarrollo del organismo y en la diferenciacion celular®?.
13.7 RNAs no codificantes

Los RNAs desempefian una funcion substancial en la expresion génica. Los RNAs
protegen a la célula de diversas agresiones como la infeccion viral y la incorporacién de
transposones en el genoma, ya que los transposones interrumpen la transcripcion génica.
Se han identificado tres clases principales de RNAs: 1. El siRNA (descubierto por Fire y
Mello)®®. La introduccién de RNA anti sentido en la célula, interrumpe la expresién génica.
2. Los piRNAs (piwi-interacting RNAs) que derivan su nombre por interactuar con las
proteinas Piwi. Los piRNAs desempenan una labor esencial en la inactivaciéon de los
transposones de las células germinales. 3. Los miRNAs, que son pequefias moléculas de
RNA de doble hebra que actian a nivel postrasduccional como reguladores de la
expresion de numerosos genes. Los miRNAs se encuentran involucrados en funciones
celulares basicas®'. La expresion de los miRNAs es especifica de cada tejido y de cada
enfermedad>®. Paulatinamente se vienen identificando diferentes miRNAs representativos
de cada una de las ECV***3% (Figura 49).

13.8 Epigenética y enfermedades complejas

Actualmente una de las prioridades en la medicina occidental esta representada por el
avance en el discernimiento de las enfermedades complejas con creciente prevalencia
como la ATS, la HTA, la obesidad, la DM tipo 2, el sindrome metabdlico y las ECV (EC)49,
entre otras nosologias (neoplasicas, metabolicas y psiquiatricas)**¢3%.

Inicialmente, el estudio de estas enfermedades se cimentd en la busqueda de genes
afines a su etiopatogenia. Sin embargo, en algunos casos no se encontraron alteraciones
genéticas que las explicasen, ni se demostraron patrones de herencia mendeliana. Como
consecuencia de ello, no se logré implicar algunos genes en la etiopatogenia de ciertas

enfermedades®’.
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Se presume que los fendmenos epigenéticos explican la actual epidemia de ECV, ya
que en los humanos los cambios genéticos (mediante mutaciones clasicas o a través de
los SNPs) no suceden tan rapidamente. Asimismo, los fendmenos epigenéticos explicarian
(al menos parcialmente), el acusado incremento de las enfermedades afines al proceso de
envejecimiento. La epigendmica se ha constituido en una herramienta imprescindible en el

estudio de las enfermedades complejas?*®?® (Figura 54).

Figura 54. Genoma, epigenoma y evolucién de la informacion genética en el tiempo. En las diferentes
especies, los cambios genéticos suceden paulatinamente mediante mutaciones. De otro lado, los cambios
epigenéticos que ocurren en el DNA y en las histonas son mas dinamicos, influyendo mas acusadamente en el
ciclo vital de las células. Modificada de: Epigenetic?. The Epigenome Network of Excellence. 2006. copyright ©
Epigenome NoE'**.

Los factores epigenéticos se consideran candidatos etioldgicos a las enfermedades
complejas, merced a cuatro hechos fundamentales*®33:

1. El dinamismo del estado epigenético de los genes (epigenoma), en comparacién

con el secuenciamiento del DNA (genoma), ya que el epigenoma se ve afectado por
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diferentes aspectos del desarrollo y del entorno al que esta expuesto continuamente el
organismo®®.

2. Algunos rasgos epigenéticos pueden transmitirse simultaneamente con el
secuenciamiento del DNA a través de varias generaciones celulares (herencia
transgeneracional no genémica)'.

3. La modulacién epigenética es critica en el funcionamiento del genoma, en procesos
como: a. La segregacion de los cromosomas en la mitosis. b. La inactivacion de los
transposones. c. La regulacion de la actividad génica.

4. La estabilidad de las modificaciones epigenéticas explican algunos patrones de

herencia no mendeliana de las enfermedades complejas*® (Figuras 54,55).

Figuras 55. Mecanismos epigenéticos y enfermedades complejas. Los factores epigenéticos son
candidatos etioldgicos a la génesis de las enfermedades complejas. Diferentes aspectos del desarrollo y del
entorno alteran el epigenoma. Adaptada de Bethesda (MD): Epigenomics Scientific Background. National
Center for Biotechnology Information (US); 2010%".
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13.8.1 Alteraciones de la impronta genémica y enfermedades complejas

La impronta gendmica hace alusion a un tipo de heredabilidad no mendeliana de los
alelos. Las variaciones en el grado de metilacion del DNA de los alelos es una
caracteristica basica de las regiones de impronta gendémica. Esto significa que existen
marcas epigenéticas en algunos locus basadas en el origen del alelo de alguno de los
progenitores, lo que resulta en una expresion genética monoalélica diferenciada. Esta
expresion diferenciada se presenta durante las diferentes etapas del desarrollo en todas
las células y en ciertos tejidos®*°. No obstante, los genes de la impronta gendmica también
ejercen funciones en el desarrollo posnatal'®.

La pérdida (o alteracion) de la impronta (imprinting) gendmica (LOI) ha permitido
comprender diversas enfermedades®"'. La DM vy la obesidad (dos pilares fundamentales
del sindrome metabdlico), se asocian a alteraciones de la impronta genémica®*? (Tabla
13).

Tabla 13. Enfermedades asociadas a pérdida de la impronta genémica
Sindrome de Angelman134’341
Sindrome de Beckwith-Wiedemann
Sindrome de Prader-Willi '3*3**
Enfermedad de Albright***
Diabetes Mellitus neonatal transitoria®**

Obesidad**?

Diabetes Mellitus**?

Se conocen mas de 200 genes improntados en los mamiferos y su nimero sigue en aumento

134,343

134,138,139

14. Epigénesis, homocisteina y aterosclerosis
Diversos estudios han sugerido la influencia de ciertos fendmenos epigenéticos en la
aterogénesis. El incremento de Hcy se asocia a hipometilacién del DNA, lo que pudiera

establecer su nexo con la enfermedad aterosclerética®*®

. A su vez, la concentracion de Hcy
se relaciona de forma gradual e independiente con el riesgo cardiovascular.
La Hcy se encuentra determinada entre otros factores, por el polimorfismo C677T del

gen que codifica la enzima MTHFR**® y por la enzima PON%*?'

, debido a su capacidad
para hidrolizar diferentes lactonas, entre ellas, la Hcy-T. La actividad PON difiere en virtud
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de los polimorfismos del gen PON1. Los portadores de los alelos R192 y L55 PON1
presentan mayor actividad tiolactonasa que los individuos que portan los alelos Q192 y
M55. Jakubowski y cols.®, han sefialado que la disminucién de la actividad lactonasa
constituye un FRECV en las personas con HHcy.

En la génesis de las ECV y particularmente en la formacién de la placa de ateroma,
mas que las mutaciones genéticas, es la modificacion de la expresion de ciertos genes lo
que establece su evolucion®. La heredabilidad de los determinantes de la susceptibilidad
condiciona el desarrollo de las ECV y en parte, la evolucién de la placa ateromatosa®’. Sin
embargo, al margen de estos enunciados, los fendmenos genéticos “no heredados”
(epigenéticos) alteran la informacion genética.

Hemos senalado la importancia de la influencia prenatal como determinante adicional
del riesgo cardiovascular**®**°_ La dieta materna condiciona parcialmente la susceptibilidad
cardiovascular de la descendencia y de las siguientes generaciones, con independencia
de las alteraciones organicas y/o de las mutaciones®?. Una segunda aportacion
epigenética imprescindible acontece en los adultos como consecuencia de la Hcy®*®, al
modificar la estructura del DNA'%"¥.

Las alteraciones epigenéticas mejor estudiadas se generan por adicion de grupos
metil al DNA y a las histonas. Un proceso dependiente de la actividad de las DNMT y de la
dieta®®'. La dieta condiciona el aporte de donantes de grupos metil al metabolismo celular,
a través de ciertos alimentos, especialmente de aquellos nutrientes con alto contenido en
acido fdlico, vitamina By, colina, betaina y Met. Luego, la dieta aporta alimentos con alto o
bajo contenido en grupos metil**2.

La relacion entre la concentraciéon de Hcy, acido folico y el estado de la metilacion

celular es inversa'®. Por consiguiente, aparte de considerar las alteraciones genéticas que

afectan la actividad de las DNMT, debemos tener presente que las DNMT utilizan SAM
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(como donante de grupos metil), en el proceso de metilacion de los residuos de citosina de
los dinucledtidos CpG.

Adicionalmente a su importancia en cancerologia, en donde la metilacion ha sido
estudiada en profundidad®”>%®, existe creciente interés en el estudio de los fenémenos de
hipopometilacion e hipermetilacion en el proceso aterogénico?°. Diferentes observaciones
involucran la HHcy en ambos fenémenos, ya que la HHcy disminuye la SAM?°.

La SAM constituye un intermediario esencial en la metilacién del DNA'*"¥ y en Ia
sintesis del 5-MTHF a través de la enzima MTHFR>**® (Figuras 25 y 26). El polimorfismo
C677T MTHFR es un determinante genético de la concentracién de Hcy**®. Dicho
polimorfismo se asocia a hipometilacion del DNA'¥"***. Diferentes investigadores han
encontrado asociacion entre HHcy, metilacion del DNA y aterogénesis, en relacion con
factores ambientales y nutricionales®*®.

Otros investigadores han reportado hipometilacién e hipermetilacion en las lesiones

aterosclerdticas en condiciones de normocisteinemia3%%-3%

, subrayando que en las fases
iniciales del proceso aterosclerético, los factores nutricionales afectan el grado de
metilacién del DNA con independencia de la concentracién de Hcy.
14.1 S-adenosil-homocisteina, metilacion y aterogénesis

Se ha sugerido que la toxicidad de la Hcy obedece al incremento de la SAH'®. La Hey
aumenta la SAH. La SAH es crucial en las reacciones de transmetilacion celular, ya que
inhibe las DNMT>*"%°_ E| aumento intracelular de la SAH se asocia a hipometilacion del
DNA'® y a disfuncion endotelial. Adicionalmente, el aumento de la SAH se asocia a
enfermedad vascular®®. Por consiguiente, se cree que el incremento de la SAH explicaria
indirectamente la toxicidad de la Hcy (Figura 26).

La HHcy incrementa la SAH, modificando el grado de metilacion del DNA y la

%0381 gSharma y cols.”, reportaron 135

expresion de diversos genes proaterogénicos
genes (descritos en la literatura hasta noviembre de 2004) que regulan la concentracién de
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Hcy o que son modulados por la HHcy. Sin embargo, el nimero de genes implicados en
dicho proceso aumenta constantemente.

La Hcy (>75 pmol/l) se asocia a hipometilacion del DNA y ATS**. En estas
circunstancias, la SAH compite con la SAM por el sitio de unién con las DNMT,
interfiriendo con la metilacion del DNA'®. Por este motivo, la SAH viene adquiriendo
especial relevancia, como marcador del riesgo cardiovascular, quizas de forma mas
acusada que la Hcy per se**"*% (Figura 26).

14.2 Metilacién, células musculares lisas de los vasos sanguineos y aterosclerosis

Los fenbmenos epigenéticos ejercen efectos cruciales sobre el repertorio de genes
involucrados en la formacion de la MEC, la respuesta inflamatoria y la proliferacién celular,
procesos estos implicados en la aterogénesis?®>*%.

Los factores epigenéticos contribuyen al proceso aterogénico al favorecer la
proliferacion policlonal de las VSMC. Debido a que las VSMC constituyen la mayor
proporcion de la masa celular de la pared arterial, los cambios epigenéticos en las lesiones
ateroscleréticas han sido descritos fundamentalmente en estas células.

En la ATS, las VSMC presentan fenotipo proliferativo, contrariamente a lo que sucede
en las células endoteliales®®. Si bien la HHcy induce hipometilacién global del DNA*",
algunos genes se encuentran hipermetilados en las VSMC, lo que no sucede en las
células endoteliales®?. Estos efectos dualisticos de la regulacién epigenética en la
expresion génica, reflejan la complejidad de la ATS (Tabla 14 y figura 56).

Funcionalmente los genes eNOS e iNOS se encuentran hipometilados en las células
del endotelio vascular. En cambio, en las VSMC*’ y en otros tipos celulares®®, estos
genes se hallan hipermetilados. El gen iNOS no se expresa en la mayoria de los tejidos

)364

(ya que se encuentra hipermetilado)™, pero se expresa en la neointima de las placas

aterosclerdticas®**>% (Tabla 14 y figura 56).
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Tabla 14. Genes involucrados en la aterosclerosis y regulados por mecanismos epigenéticos*285

Gen Diana Mecanismo

eNOS Endotelio Metilacion DNA y CH%73%
iNOS Inflamacién, macrofagos Metilacion DNA y CH3643%¢
Fads2 Aumenta la patogénesis de la HHcy Metilacion DNA®®”

c-fos Estrés de cizallamiento CH

ERa Tejido cardiovascular aterosclerético Metilacion DNA

ERB Tejido cardiovascular aterosclerético Metilacion DNA

P66Shc Insuficiencia renal crénica terminal Metilacion DNA

15-LO Aterogénesis Metilacion DNA

EC-SOD Aterogénesis Metilacién DNA

H19/igH2 Regulado por la HHcy Imprinting

MMp-2 Matriz extracelular Metilacién DNA

MMP-7 Matriz extracelular Metilacion DNA

MMP-9 Matriz extracelular Metilaciéon DNA

TIMP-3 Matriz extracelular Metilacion DNA

INF-y Respuesta inflamatoria Metilacion DNA

PDGF-A Proliferacion celular Metilacion DNA

ICAM-1 Reacciones inflamatorias Metilacion DNA

P53 Apoptosis Metilacion DNA

*Esta informacion se estd renovando permanentemente; HHcy (hiperhomocisteinemia) eNOS; (sintasa
endotelial del 6xido nitrico); INOS (sintasa inducible del éxido nitrico); Fads2 (fatty acid desaturase 2); c-
fos (proto-oncogén celular perteneciente a la familia de factores de transcripcion de genes de expresion
rapida); ERa (receptor de estrégenos a); ERB (receptor de estrogenos B); P66Shc (66 kilodalton isoform
of the growth factor adapter Shc-age related gene); 15-LO (15-lipooxigenasa); EC-SOD (extracelular
superoxide dismutase); CH (cddigo de histonas); H19/igH2 (imprinted maternally expressed transcript
non-protein coding/insulin-like growth factor II); MMP (genes del clister de las metaloproteinasas de la
matriz extracelular); TIMP-3 (tissue inhibitor of metalloproteinase 3); INF-y (interferon y); PDGF-A (human
platelet-derived growth factor alpha chain); ICAM-1 (moléculas de adhesién intercelular 1); p53 o tp 53
(fosfoproteina 53 o tumor proteina 53). Modificada de: Turunen MP, et al. Review. Biochem Biophys Act.
2009;1790:886-891°%.

Se ha descrito ausencia de islas CpG en el gen iNOS, aunque se ha indicado la
presencia de ciertos dimeros CpG en el promotor del gen que presentan potencial de
metilacién. La metilacion del promotor del gen iNOS altera su expresién'’. Chan y cols.**,
mostraron que los DMR se encuentran localizados en la region proximal del promotor del
gen iNOS. Asimismo, la metilacién de los residuos de citosina inhibe la transcripcion del
gen iINOS®%. Se cree que existen mecanismos adicionales que alteran la expresion del
gen iNOS (en relacion con la Hey), mas que un efecto directo de la Hcy sobre la metilacion

de los dimeros CpG del promotor del gen iNOS. De esta manera se ha explicado que la

Hcy activa la respuesta inflamatoria en la pared vascular al incrementar la expresion de
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citocinas proinflamatorias®®, ademas de disminuir la biodisponibilidad de NO™®° e

incrementar la produccion de ROS en las células endoteliales y en las VSMC*"".

Figura 56. Epigénesis, aterosclerosis y la pared de los vasos sanguineos. Los factores epigenéticos
ejercen efectos decisivos sobre los genes implicados en la formacion de la matriz extracelular (MEC), la
inflamacion y la proliferacion celular, procesos estos implicados en la aterosclerosis. Estos factores contribuyen
al proceso aterogénico, al favorecer la proliferacion policlonal de las células musculares lisas de los vasos
sanguineos (VSMC). El TSA inhibe las deacetilasas de histonas (HDAC) y la proliferacion de las VSMC,
activando el p21WAF1 (cyclin-dependent kinase inhibitor 1). ER a (receptor a de estrégenos); ERB (receptor 3
de estrogenos); DNMT (metiltransferasas del DNA); DNMT1 (DNA metiltransferasa 1); TSA
(trichostatin/tricostatin A); VCAM-1 (moléculas de adhesion de las células vasculares 1); DNA (acido
desoxiribonucléico); 15-LO (gen de la 15-lipooxigenasa); Hcy (homocisteina); SAH (S-adenosil-homocisteina);
CE (células endoteliales); CH (cddigo de histonas); eNOS (sintasa endotelial del 6xido nitrico); iHDAC
(inhibidores de las deacetilasas de la histonas); VEGF (factor de crecimiento del endotelio vascular); DICER
(endoribonucleasa perteneciente a la familia de la RNAasa Ill presente en el citoplasma de las células);
RNAasa lll (polimerasa lll del acido ribonucléico). Adaptada de: Turunen MP, et al. Biochem Biophys Act.
2009;1790:886-891°%.

14.2.1 Hipometilacion del DNA

Jiang y cols.*?

, reportaron que la Hcy inducia hipometilacion del DNA (de forma
similar a como sucede en los tejidos neoplasicos) y alteracion de las DNMT, relacionando
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la hipometilacién del DNA y la aterogénesis. Se ha reportado hipometilacién del DNA en

373374 crecimiento tumoral®™* e HHcy>*.

diferentes procesos afines: ATS*?, envejecimiento

En la fase proliferativa de la ATS, la hipometilacion del DNA es un hallazgo constante
en las placas de ateroma, encontrandose hipometilacion en ~ 9% de la citosina de los
humanos®® y en los animales de experimentacion®*®**. En los ratones KO ApoE-/- la
hipometilacion del DNA precede los hallazgos histoldgicos de la ATS**®. En la ATS
avanzada, la magnitud de la pérdida del grupo metil del DNA en las células endoteliales se
corresponde con la concentracion de Hecy>®' y con el incremento intracelular de SAH'®. Se
hace alusién a que la pérdida de metilacion del DNA es pasiva o activa, cuando la
hipometilacion del DNA es dependiente o no de la replicacion del DNA,
respectivamente®®. Se desconoce cual de estos dos procesos prevalece en la ATS. Si
bien, se presume que la hipometilacion pasiva del DNA sea el proceso predominante en la
ATS, debido al incremento en la replicacion de las VSMC en la neointima de los vasos
sanguineos ateroscleréticos.

Adicionalmente a la hipometilacion del DNA y a la mayor proliferacion de las VSMC en
la ATS, existe alteracion de la reparacion de las diferentes macromoléculas (DNA, RNA,
proteinas) y estimulacion de los factores del crecimiento®**’® (Tabla 14 y figura 56).

14.2.2 Hipermetilacion del DNA

La hipermetilacion de las islas CpG del promotor de ciertos genes es propia del
silenciamiento transcripcional, aunque se desconoce su relevancia en las enfermedades
diferentes al cancer®. Los genes eNOS*¥ iNOs*’, FGF, (fibroblast growth factor-2)*°y

el promotor del gen del receptor de estrégenos a (ERa)**

, Se encuentran hipermetilados
en las VSMC. El gen ERa y el gen del receptor de estrogenos  (ERB) estan implicados
en la proliferacion de las VSMC. No obstante, se desconoce la accién de los receptores de
estrégenos in vivo. A lo largo del proceso de envejecimiento, concurre hipometilacion

global del DNA del genoma. Si bien existe hipermetilacion de algunos genes involucrados
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en la aterogénesis como el ERa y el gen de la 15-lipooxigenasa (15-LO), entre otros
genes®® (Tabla 14 y figura 56).
14.3 S-adenosil-homocisteina, metilacion, homocisteina y aterosclerosis

Llegados a este punto, es imprescindible diferenciar el nexo existente entre el grado
de metilacion del DNA y la enfermedad ateroscleroética, versus la relacion existente entre
HHcy y ATS, que no deben equipararse’. Cuando coexiste HHcy, aumento de la SAH y
alteracion de la relacion SAM/SAH (la denominada metilacion potencial), el grado de
metilacion del DNA puede estar o no afectado. Mas aun, se han descrito en la literatura
casos de deficiencia de la SAHh e incremento en la concentracion de SAH con niveles de
Hcy en rangos fisioldgicos?**’®. Por consiguiente, el incremento de SAH no siempre se
traduce en hipometilacion del DNA'™'.

La Hcy a través de la SAH, es un determinante de la metilacién del DNA, pero no el
unico. Existen varios factores que regulan este importante fenédmeno de la funcién celular,
ya que el grado de metilacion del DNA depende adicionalmente de: 1. La velocidad del
crecimiento celular. 2. De la duplicacion del DNA. 3. De la arquitectura y la densidad de la
cromatina. 4. Del grado de diferenciacion celular y tisular (en los genes de impronta
genomica) y 5. De la concentracién de SAM in situ.

Los elementos involucrados en este puzle, estan representados por: 1. La Hey. 2. La
SAH. 3. El grado de metilacion del DNA y 4. La ATS. La HHcy aumenta la SAH. La SAH
inhibe las DNMT. La HHcy se asocia a la ATS. A su vez, el incremento de SAH y la
hipometilacion del DNA se asocian a la ATS. Sin embargo, la ATS puede desarrollarse con
independencia del incremento de Hcy o de SAH. Como complemento a la complejidad de
esta trama, el aporte de folatos modifica todos los elementos del puzle™'. Aparte de ello,
desconocemos diversos componentes imprescindibles en el engranaje de este puzle

(Figura 25).
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14.4 Epigénesis, gen eNOS y homocisteina

Entre los factores implicados en la expresion del gen eNOS, los mecanismos
epigenéticos merecen especial atencién®*’. La hipometilacién del promotor del gen eNOS,
favorece su expresidn constitutiva en las células endoteliales®®. La HHcy altera la
expresion del gen eNOS de diferentes formas: 1. Mediante la fosforilacién de la eNOS, a
través de la via de la proteina cinasa C (PKC)*"®. 2. Incrementando la produccion de ROS.
3. Aumentando la transcripcién de los genes noxa (favorecen la accion de las caspasas y
la apoptosis) y p53 (fosfoproteina 53 o tumor proteina 53), entre otros genes,
disminuyendo la biodisponibilidad de NO". Las caspasas (caspases 0 cysteine-aspartic
proteases/cysteine-dependent aspartate-directed proteases), son una familia de proteasas
dependientes de cisteina que desempefan una accién fundamental en la inflamacion, la

necrosis y la apoptosis®®°.

14.5 Epigénesis, eNOS, homocisteina y gen DDAH2

La metilacion del DNA se asocia a diferentes patologias relacionadas con el
metabolismo de la Hcy. Se presume que este mecanismo epigenético esté involucrado en
la disfuncién de la eNOS, como consecuencia del incremento del estrés oxidativo
promovido por la HHcy. Sin embargo, el promotor del gen eNOS carece de islas CpG. Este
hecho sugiere que la disfuncién de la eNOS, no esta relacionada con el grado de
metilacién del promotor del gen eNOS. Por esta razén, se ha propuesto la via
DDAH/ADMA/NOS/NO" como explicacién a la alteracion de la eNOS mediada por la
metilacion del DNA secundaria a la HHey®.

En los ratones, la metilacién del DNA y la acetilacién de las histonas en el promotor
del gen DDAH2 regulan la transcripcion génica. El promotor del gen DDAH posee gran
cantidad de grupos CG, lo que le confiere particular vulnerabilidad a la metilaciéon de novo

del DNAZ,
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Zhang y cols.?®, sugirieron que la disfuncién de la eNOS en presencia de HHcy,
obedecia a la modificacion del grado de metilacion del promotor del gen DDAH. Estos
investigadores, encontraron en estudios in vitro, que la HHcy (10-30 pmol/L) se
relacionaba con hipometilacion e incremento en la transcripcion del mRNA del gen
DDAH2, mientras que la HHcy (100-300 pmol/L) ocasionaba hipermetilacién de las islas
CpG del promotor del gen DDAH2 e inhibicién de la transcripcion del mRNA. De otro lado,
el incremento plasmatico gradual de Hcy y ADMA disminuye la expresion del gen DDAH2
en las células endoteliales, reduciendo a su vez la actividad de la eNOS y la produccién de
NO’. Debido a que la ADMA inhibe las NOS, el incremento de ADMA altera el endotelio
vascular. Del mismo modo, la disminucién de la actividad de las DDAH aumenta la

276,380
A ,

concentracién de ADM , alterando la eNOS vy las vias transcripcionales de la

sefializacion redox (aumentando el estrés oxidativo y la produccién de superdxidos)®®'382,
Zhang y cols.?®, sugirieron que la alteracién de la via DDAH/ADMA/NOS/NO’ revela que la

disfuncion de la eNOS promovida por la HHcy obedece al menos en parte, a la

modificacion del grado de metilacién del promotor del gen DDAH2.

15. Arteria mamaria interna y aterosclerosis
15.1 Conceptos anatémicos y fisiopatolégicos

La AMI es una arteria elastica de origen mesenquimatoso383, localizada en el interior
de la cavidad toracica. Anatdmica y fisioldgicamente la AMI yace a sendos lados del
esternon, aportando flujo sanguineo a la pared toracica, a la glandula mamaria, al hombro
y al brazo. En el 98% de los humanos, la AMI se origina de la superficie antero-inferior de
la primera porcién de la arteria subclavia, siendo la AMI su primera rama descendente. En
el 1-2% de las personas, la AMI emerge de la tercera porcion de la arteria subclavia. La
AMI discurre medialmente y hacia abajo hasta entrar en el térax detras del primer cartilago

costal, situandose a una distancia de 1.5-2 centimetros del borde lateral del esternén. En
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el 50% de los casos, la AMI se bifurca a la altura del sexto cartilago intercostal. En el 50%
restante, la AMI se divide un espacio intercostal por encima o por abajo. Un detalle de
relevancia quirdrgica consiste en la bifurcacion alta de la AMI, a nivel del tercer o cuarto
cartilago costal (2% de los casos). Las ramas terminales de la AMI estan representadas

por la arteria musculofrénica y la arteria epigastrica superior (Figura 57).

Figure 57. Anatomia de la arteria mamaria interna. Izquierda. Recorrido de la arteria mamaria interna (AMI)
y sus diferentes ramificaciones, en relaciéon con el corazon y demas estructuras anatémicas. Grafica adaptada
de: Feneis H. Dauber W. Pocket atlas of human anatomy. 2000. 4th edition. Leipzig, Germany. Thieme
publishers. Derecha. Imagen anatémica de la AMI izquierda. Perspectiva desde la posicion del cirujano.
Modificada de: Levinson MM. Learning Center: The Internal Mammary Artery. The Heart Surgery Forum: a
cardiothoracic multimedia journal. R (ramas); A (arteria); AMI (1); R. Mediastinales (2); R. Timicas (3); R.
Bronquiales (4); A. Pericardiofrénica (5); R. Esternales laterales (6); R. Perforantes (7); R. Mamarias mediales
(8); R. Costales laterales (9); R. Intercostales anteriores (10); A. Musculofrénica (11); A. Epigastrica superior
(12); Tronco Tirocervicoescapular/Tirocervical (13); Musculo Escaleno anterior (14).

Por motivos que desconocemos, la AMI es notablemente resistente al desarrollo de
ATS®* incluso a algunos FRECV (DM, tabaquismo, DLP)®%¥ aunque no es
completamente inmune a estos FR (HTA maligna), ni al proceso aterosclerdtico®®’-%°.
Durante la CRC, los injertos de AMI, excepcionalmente se consideran inaceptables por la
presencia de placas ateroscleréticas®®®. Sj bien, la susceptibilidad de la AMI a la ATS es

388-391

variable En las personas que presentan EC y enfermedad vascular periférica

concomitante, la incidencia de ATS de la AMI es relativamente baja (2%), al igual que en
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los pacientes de la tercera edad®®’. Cuando la AMI hace parte del proceso aterosclerético,
generalmente evidencia compromiso segmentario, principalmente en sus porciones

proximal y/o distal, cerca de su bifurcacion®*®*® (Figura 58).

Figura 58. Angiografia de la arteria mamaria interna. Imagen superior izquierda. Porcion distal de la IMA
(internal mammary artery) izquierda, la cual evidencia enfermedad segmentaria antes de su bifurcacion
(flechas). Imagen inferior izquierda. Enfermedad estenosante de las ramas terminales del segmento distal de la
IMA derecha por debajo de su bifurcacion (flechas). Imagen Derecha. Segmento distal de la IMA izquierda que
muestra lesiones por encima y por debajo de la bifurcacion (flechas). Modificada de: Essalat M, et al. Act Med
Iran. 2003; 41(3):189-193%%,

Se han descrito diferentes fenotipos de las VSMC en la misma estructura de la AMI*%.
Se entiende que este hallazgo guarda relacién con la transicién morfolégica de sus fibras
elasticas hacia la capa muscular (desde su segmento proximal al distal) a lo largo de la
AMI. Se presume que diferentes factores extrinsecos como: la distensién axial, el estrés
de cizallamiento de las paredes de la AMI, la escasez y/o la insuficiencia de sus ramas
colaterales, pudiesen contribuir a explicar las diferencias locales de la susceptibilidad de la
AMI a la ATS**?,

Los vasos sanguineos humanos varian en su predisposicién a la aterogénesis®>%%3%
La incidencia de ATS es ostensiblemente mayor en las arterias coronarias que en la AMI
(relacién 10:1) y en otras arterias del organismo, siendo el compromiso aterosclerético de
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la AMI, un hallazgo excepcional en las necropsias®®. En estudios post mortem realizados
en nonagenarios, menos del 10% evidencian ATS en la AMI, a diferencia de las arterias
coronarias y de otros lechos vasculares en los que la ATS es el denominador comun.

Las VSMC de la AMI son células de origen mesodérmico (mesenquimatosas), a
diferencia de las VSMC de la arteria carétida y de la aorta que son células de origen
mesoectodérmico, ya que se derivan de las células de la cresta neural (CCN)*3. De otro

lado, las VSMC de las arterias coronarias proceden embriolégicamente de un tipo especial

400

de epitelio*® (mesotelio seroso) y de las CCN*?2. Las CCN presentan acusada limitacién

de su capacidad antioxidante (actividad catalasa), lo que las torna mas vulnerables a la
oxidacion de las LDL. Se ha sugerido que este hallazgo contribuye a explicar la mayor
susceptibilidad de la carétida y de las arterias coronarias a la ATS*". Se han planteado
algunas hipétesis para explicar la inmunidad de la AMI a la ATS (Tabla 15).

Tabla 15. Explicaciones propuestas a la resistencia de la arteria mamaria interna a la

aterosclerosis

Origen embrionario (mesodérmico) de las VSMC de la AMI

Composicion estructural de la pared de la AM|39%394.402-405

Heterogenicidad de los fenotipos existentes en las VSMC de la AM

Mayor actividad endotelial de la AM| 12406

Incremento en la concentracion tisular en la AMI de la eNOS, de la ECA y del receptor de la ET-A'

Menor migracion celular y menor oxidacion de las LDL*2

Mayor capacidad antioxidante y de activacion de las NOS de las VSMCH®?

Diferencia en la expresion de genes protrombaticos (TF y tPA) en las VSMC*”’

Diferencia en la expresion génica ateroprotectora y proaterogénica en el territorio vascular’

Mayor expresion de genes que regulan la proliferacion celular y la apoptosis(”sg“'408

Menor expresion de decorina y tenascina (2)395

Mayor resistencia tisular a la infeccion®®

Fenotipo de las CE menos prono al envejecimiento celular y mejor funcionabilidad telomérica

Mayor plasticidad homeostatica de la AMI, modulada a través de la expresion génica diferenciada y

regulada por mecanismos epigenéticos (metilacion tejido-especifica) [Esta Tesis Doctoral]

AMI (arteria mamaria interna); VSMC (células musculares lisas de los vasos sanguineos); eNOS (sintasa

endotelial del 6xido nitrico); NOS (sintasas del éxido nitrico); ECA (enzima convertidora de angiotensina);

ET-A (endotelina A); LDL (lipoproteinas de baja densidad; TF (factor tisular); t-PA (activador del

8I)a§minc')geno ti;ular) ;‘”Protegienqlq la AMI contra la tr.omb.osis y el remodelamiento vascular;
Vinculadas funcionalmente a la actividad de las LDL y a la migracion de las VSMC.
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|390,395

410-414

16. Cirugia de revascularizaciéon coronaria

What has been accomplished does not die, but too often, alas, the personality of those who have handed the
torch from one generation to another soon fades into oblivion.
Harvey Williams Cushing (1869-1939)*'°.
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16.1 Breve reseia histoérica

La primera derivacion aortocoronaria a nivel experimental fue realizada por Alexis
Carrel en 1910*'°. Los principales hitos en el desarrollo de la CRC se reflejan en la tabla
16*1%2" En 1960, Kolesov utilizé la AMI en la CRC sin ayuda de la arteriografia coronaria,
ni del bypass cardiopulmonar (BCP)****%? (Figura 59).

Tabla 16. Principales momentos historicos de la cirugia de revascularizaciéon coronaria

1910 Carrel, realizé la primera derivacion aorto-coronaria experimental416

1935 Beck, desarroll6 la revascularizacion miocardica indirecta mediante |njergos pediculados de grasa
pericardica, epipldon y musculo pectoral suturadas al miocardio isquémico

1946 Vineberg, implanté la AMI pediculada al miocardio ventricular*'®

1958 Longmire, inicio la revascularizacion miocardica directa realizando endarterectomia coronaria*'®

1960 Kolesov, utilizo la AMI en la CRC sin ayuda del bypass cardiopulmonar (BCP)("420-422

1962 Effler, realizé la primera angioplastia coronaria quirurgica con parche de pericardiom’424

1967 Favaloro, efectud la primera derivacién aorto-coronaria con vena safena invertida*?®4%

1968 Green, PUthO la primera serie de pacientes en los que se suturd la AMI al lecho coronario
nativo®

CRC (cirugia de revascularizacion coronana) AMI (arteria mamaria interna). Modificada de: Alonso JJ, et

al. Rev Esp Cardiol. 2000;53(2):241- 26628, (p margen inferior de la tabla, se reerJa escuetamente la
trascendencia de las aportaciones de Kolesov a las técnicas actuales de la CRC*" (Figura 59).

Figura 59. Vasilii Ivanovich Kolesov. |zquierda. Stapler vascular utilizado por Vasilii |. Kolesov (1904-1992) y
Evgenii V. Kolesov en la cirugia de revascularizacion coronaria (CRC) sin circulacion extracorpérea (CEC). 1
(arteria coronaria); 2 (AMI); 3 (incisién en la arteria coronaria); .... Centro. Angiografia coronaria posquirurgica.
Derecha. Kolesov en la década de los 60 cuando realizé la primera CRC sin CEC. AMI (arteria mamaria
interna). Vasilii . Kolesov: “was one of the pioneers of cardiovascular surgery. He is often referred to as the
surgeon who performed the first successful coronary artery bypass operation. Kolesov was the first to
successfully apply the suture technique to clinical coronary artery bypass surgery. He was also the first—and
remains the only— surgeon to use coronary stapling clinically. Recent rapid development in robotic and video-
assisted coronary surgery has revived interest in Kolesov's original work on coronary stapling and off-pump
coronary surgery. However, little is known about the personality of Dr. Kolesov, his early work that led to his
pioneering effort and the circumstances under which his work was done”

Igor E. Konstantinov*?'
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No obstante, el inicio de la revascularizacién miocardica tal como la conocemos hoy,

se produjo en 1967, cuando el Dr. Rene Favaloro realizé el primer injerto

425,426 427

aortocoronario (Figura 60). Poco después, Green y cols.”™’, publicaron en 1968 la
primera serie de pacientes en los que se realiz6é la anastomosis de la AMI a la arteria

coronaria nativa.

Figura 60. René Geronimo Favaloro y Donald Brian Effler. Izquierda. Portada del libro: Surgical Treatment
of Coronary Arteriosclerosis, publicado por Favaloro (1923-2000) y Effler (1915-2004) en 1970. Texto editado
también en espafol. Derecha. René Favaloro en cirugia (Fundacion Favaloro, junio 2000). Imagenes
reproducidas de: Museo Virtual René Gerénimo Favaloro.
http://www.fundacionfavaloro.org/museo_legado_cientifico.html.

16.2 Conceptos generales

La CRC es una de las intervenciones quirurgicas realizadas con mayor frecuencia en
el mundo, representando a su vez la mayor demanda de recursos en medicina
cardiovascular®. La CRC permite restablecer el flujo sanguineo al musculo cardiaco,
siendo esta una opcion terapéutica que ha demostrado su capacidad para mejorar la
angina, la calidad de vida y el pronéstico en determinado grupo de enfermos*?**3".

Durante la CRC realizada con o sin ayuda de la circulacion extracorporea (CEC), se
utilizan preferiblemente injertos del mismo paciente (injertos autélogos o autoinjertos). Los

injertos empleados rutinariamente son la AMI y el injerto de vena safena interna invertida

(vena safena mayor). Este ultimo injerto se usa como conducto interpuesto (bypass) entre
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la aorta y las arterias coronarias. La principal limitacion de los injertos venosos, es la
disminucion progresiva de su permeabilidad en el tiempo.

La AMI (injerto en forma de I, T o Y) establece un bypass (puente), entre la arteria
subclavia y el segmento distal de las arterias coronarias afectadas por la ATS.
Mayoritariamente los cirujanos preferimos emplear sistematicamente la AMI durante la
CRC. Infortunadamente, esta conveniente practica varia ampliamente entre los diferentes
grupos quirdrgicos del mundo®.

Los beneficios de la CRC estan en relacion directa con la permeabilidad de los
injertos empleados en la intervencién quirurgica. A su vez, la funcionalidad a corto y largo
plazo de los injertos se relaciona con la morbilidad y la mortalidad de origen cardiaco. La
longevidad de los injertos y la progresién de la ATS coronaria determinan cuanto tiempo
un paciente se favorecera de la CRC.

El fracaso del injerto de vena safena pocos meses después de la CRC generalmente
se atribuye a la hiperplasia de la intima o al fallo técnico. Por el contrario, la oclusién
prematura de la AMI obedece habitualmente a deficiencia en la anastomosis del injerto o
a lesion del pediculo vascular durante su diseccion y manipulacion. La ATS del injerto es
responsable de la obstruccion de los injertos venosos en los 5-10 afos siguientes a la
CRC, lo que no sucede con la AMI**2.

Desde que Green y cols.*?’, difundieron el uso de la AMI en la CRC, se ha acumulado
suficiente evidencia que revela que la permeabilidad de los injertos de AMI es excelente®

" Debido a que la AMI en la CRC reporta cuantiosos beneficios a largo plazo en

384,433

practicamente todos los subgrupos de pacientes , @ que a las contraindicaciones para

su utilizacién son excepcionales® y a su reconocida resistencia al desarrollo de ATS (tanto

)9—11

antes como después de la CRC)™ "', el injerto de AMI es considerado el gold standar en la

CRC®. Existe consenso universal en que la AMI mejora la supervivencia a corto y largo

plazo en la CRC®*#**.
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En los EE.UU. de América, el uso de la AMI representa un factor categoérico del indice
de calidad en la CRC. Hecho este avalado por el NQF (National Quality Forum)** y
aprobado por la ACQA (Ambulatory Care Quality Alliance)**. Adicionalmente, la STS

(Society of Thoracic Surgeons)**

, avalo el empleo de la AMI en la CRC, como la principal
medida intraoperatoria asociada a la calidad del cuidado operatorio.

Diversos estudios han mostrado que la utilizaciéon de sendas AMI (BIMA) en la CRC
mejora la expectativa de vida y la recurrencia de la angina cuando se la compara con el
uso de una sola AMI'%""438440 por consiguiente, asegurar la calidad en la CRC, es crucial
para mejorar la supervivencia después de la intervencion quirrgica®.

16.3 Técnica quirurgica

La derivacién aortocoronaria consiste en la “conexion” entre la aorta (o alguna de sus
ramas) y las regiones distales a las lesiones obstructivas (o estenosantes) de las arterias
coronarias, mediante un conducto vascular (injerto) con o sin la ayuda de la CEC (cirugia
clasica versus CRC sin CEC-OPCABG/off pump coronary artery bypass grafting),
respectivamente.

La sutileza y el cuidado en la diseccién y la preparacion de los injertos, ademas de la
meticulosidad y la precision de las anastomosis son de critica importancia como garantes
del flujo sanguineo y por ende de la permeabilidad y la vida media del injerto®®*44".

La AMI en comparacioén con los injertos venosos empleados en la misma localizacion
anatémica influye favorablemente en el pronéstico de los pacientes sometidos a CRC?*%%.

Otros injertos utilizados en la CRC incluyen la arteria radial, la arteria gastroepipldica y la

arteria epigastrica inferior (Figura 61).
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Figura 61. Cirugia de revascularizacion coronaria. Izquierda. La CRC (cirugia de revascularizacion
coronaria) consiste en la anastomosis entre la aorta o alguna de sus ramas con las arterias coronarias,
mediante un injerto (arterial y/o venoso). Reproducida con minimos cambios en la forma de: Museo Virtual
René Gerénimo Favaloro. http://www.fundacionfavaloro.org/museo_legado_cientifico.html. Derecha. Con
frecuencia durante la CRC es necesario revascularizar varias arterias coronarias empleando una arteria
mamaria interna (AMI) o las dos (BIMA), la arteria radial y la vena safena. Las flechas (rojas, negras y blancas)
indican la direccion del flujo de los injertos. Reproducida con minimos cambios de forma de:
http://medlineplus.gov/. A.D.A.M. Quality.

16.4 Indicaciones generales

El tratamiento integral de los pacientes con cardiopatia isquémica incluye: 1. Medidas
farmacoldgicas que actuan sobre la concentracién del colesterol, las HDL y la agregacion
plaquetaria. 2. Intervenciones que mejoran el flujo coronario o que reparan las estructuras
lesionadas por los episodios isquémicos. 3. Actividades preventivas, como la incentivacion
hacia la practica de habitos de vida cardiosaludables.

La CRC participa en los dos objetivos primordiales de la estrategia terapéutica de los
pacientes con EC: a. Aliviar los sintomas. b. Mejorar el prondstico y la calidad de vida.

Diversos estudios avalan la efectividad de la CRC*****'

en diferentes situaciones (clinicas y
anatémicas), en relacion con el tratamiento médico y la angioplastia coronaria transluminal

percutanea (ACTP)*®.
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Las guias de la practica clinica en revascularizaciéon coronaria (RC), normalizan
recomendaciones con diferente grado de evidencia cientifica acerca de la indicacion de la
RC (percutanea o quirdrgica), en las diferentes condiciones clinicas y/o anatémicas que
presenta cada paciente con EC. No obstante, debemos tener presente que la indicacién de
la RC debe ser una decisién individualizada. Estas recomendaciones son alusivas a la
CRC, aunque no son excluyentes para otras técnicas de RC****' (Tabla 17).

Tabla 17. Indicaciones y criterios de aceptabilidad en la revascularizacién coronaria

Vasos coronarios CRC PCl

NO DM . . NO DM . .
fectad o 5
artectaaos FEVI normal DM Disfuncion VI FEVI normal DM Disfuncion VI
EC de 2 vasos con
estenosis  proximal A A A A A A
de la ADA
EC de 3 vasos A A A U ] ]
TPACI A A A I | |
TPACI + lesion de A A A | | |

otros vasos

(A) Apropiate (adecuada): Score 7-9. La RC se considera un método de tratamiento razonable que
mejora la supervivencia y el prondstico de los pacientes.

(U) Uncertain (incierta): Score 4-6. La RC pudiera ser un método de tratamiento razonable. No obstante,
se requiere mayor investigacion y/o informacién adicional para clasificar mas adecuadamente la indicacion
de la RC.

(I) Inappropiate (inadecuada): Score 1-3. La RC no se considera un método de tratamiento razonable, ya
gue no mejora la supervivencia, ni el prondstico de los pacientes.

RC (revascularizacion coronaria); CRC (cirugia de revascularizacion coronaria); PCIl (percutaneus
coronary intervention); DM (diabetes mellitus); FEVI (fraccion de eyeccién del ventriculo izquierdo); EC
(enfermedad coronaria); ADA (arteria descendente anterior); TPACI (tronco principal de la arteria
cgrozr)ggia izquierda); VI (ventriculo izquierdo). Modificada de: Patel MR, et al. Circulation. 2009;119;1330-
1352™".

185



Marco conceptual

186







JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

En la medida en que un proyecto de investigacion (Pl) en el area de la salud pretenda
aportar beneficios a los enfermos y al medio social en el cual ellos se desarrollan, el Pl
debe plasmarse, ya que dichas contribuciones constituyen la esencia del mismo. El
presente trabajo pretende este firme propdsito.

Los diferentes planes de salud elaborados en la Comunidad Auténoma de Canarias
confluyen hacia la prioridad en la actuacién sobre el impacto y trascendencia de las ECV y
en particular de la EC, debido a su elevada morbimortalidad, ademas de los costes
sociales y econdomicos anadidos que estas enfermedades representan. La elevada
prevalencia de FRECV ha condicionado a la comunidad cientifica a encomendar la buena
practica de habitos de vida cardiosaludables, a mas de optimizar la terapia farmacoldgica,
como estrategias para aminorar tan ominoso horizonte.

En el dltimo siglo se han alcanzado avances trascendentales en la biologia molecular
de los vasos sanguineos. Se han logrado novedosas aportaciones acerca de los
mecanismos que regulan el proceso inflamatorio y el tono vascular. El protagonismo de la
respuesta inflamatoria en las lesiones ateroscleréticas, es a la luz actual mejor
comprendido, lo que ha permitido buscar alternativas que modifiquen la respuesta
inflamatoria en la placa de ateroma. Estos avances han tenido un impacto sustancial en la
terapéutica cardiovascular en las dos ultimas décadas.

Concebida como una inversién social en salud, es inaplazable fomentar y adecuar la
infraestructura, el apoyo logistico y el financiamiento de aquellos estudios
multidisciplinarios encaminados a la caracterizacion de ciertas enfermedades, como la

cardiopatia isquémica, patologia ésta con creciente prevalencia en el mundo entero, en
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Espana y en determinadas poblaciones, que como la poblacién canaria, presenta la mayor
tasa de mortalidad del territorio espafol.

El incremento de la Hey plasmatica constituye un FR en la génesis de las ECV™.
Ciertas variantes alélicas que codifican la expresién de la enzima MTHFR incrementan la
concentracion de Hey'"®'®. La HHcy altera el endotelio vascular, al incrementar el estrés
oxidativo y disminuir la biodisponibilidad del 6xido nitrico ON*'>'%2, En el territorio vascular,
la actividad PON (determinada fundamentalmente por los genes PON1 y PON2) pudiese

contribuir a explicar la variabilidad en la concentracion de Hcy?*?'

y esta a su vez modificar
el grado de metilacion del DNA'9"34°,

Se han descrito algunos genes cuya expresién es especifica de ciertos tejidos o
lineas celulares y en cuyo control intervienen, ademas de otras modificaciones
epigenéticas, la metilacién del DNA. En los vasos sanguineos, la expresién del gen eNOS
esta regulada (entre otros factores) por la metilacion del promotor del gen eNOS, de tal
forma que su expresion queda confinada a las células endoteliales, ya que el gen eNOS
no se expresa en las VSMC?°. La disfuncién del endotelio vascular representa un proceso
afin a multiples procesos fisiopatolégicos (entre ellos la HHcy y la ATS) caracterizados por
menor biodisponibilidad de ON*'*”3. Pudiesen existir discrepancias en la metilacién del
DNA entre los diferentes territorios vasculares (AMI versus aorta) que afectasen el
promotor del gen eNOS 0 su acceso transcripcional. A su vez estas divergencias pudieran
ser independientes de los genotipos que porta cada individuo.

Conscientes de la magnitud y la complejidad del proceso aterotrombético, ademas de
la influencia que ciertos fenbmenos epigenéticos (producidos por el grado de metilacién
del DNA del genoma), ejercen en la génesis y evolucion de la enfermedad aterosclerotica,
este estudio pretende ser una aportacion en la busqueda de nuevos factores que mejoren
nuestra comprension sobre tan temido flagelo. En consecuencia, nos planteamos los

siguientes objetivos:
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1. Analizar la concentracion de tHcy, fHcy, bHcy (Hecy-p) y el grado de metilacion del
DNA extraido a partir de fragmentos de AMI los cuales presumimos “sanos” (vasos no
afectados o involucrados incipientemente por la enfermedad aterosclerética) y en
fragmentos de aorta ascendente (AA) que suponemos “patolégicos” (punches aodrticos
~ateroscleréticos) procedentes de pacientes con ATS coronaria documentada
angiograficamente e intervenidos quirirgicamente mediante CRC.

2. Evaluar la contribucion de los polimorfismos C677T del gen MTHFR, GIn192Arg y
Met55Leu del gen PON1 y Cys311S del gen PON2 a la variabilidad en la concentracion de
tHcy, Hcy-p y fHey. Investigar adicionalmente si estos hallazgos se corresponden con
hipometilacion del DNA.

3. Establecer un modelo de regresion lineal con la finalidad de analizar la contribucion
de los diferentes genotipos a la variacion en los niveles de tHcy, Hey-p y fHcy, asi como al
grado de metilacion del DNA.

4. Valorar las diferencias en el grado de metilaciéon del DNA en ambos territorios
arteriales (AMI versus aorta).

5. Analizar la expresion de los genes eNOs, iNOs y DDAH2 en los homogeneizados
vasculares procedentes de los fragmentos de AMI y de los punches adrticos.

6. Evaluar la participacion de los fendmenos de hipometilacion en territorio arterial
“sano” (AMI) y patoldgico (aterosclerético ~punches adrticos), utilizando como testigo la
diferencia en la expresién del gen eNOS, determinada en funcién del grado de metilacion
del promotor del gen DDAH2.

Con el presente estudio, pretendemos favorecer el avance en el conocimiento de los
mecanismos implicados en la formacioén de la placa de ateroma en la practica clinica. En
esta linea de actuacion esperamos contribuir a esclarecer la causalidad asociada a un FR
conocido, la Hey. Procuramos ademas, proporcionar la maxima relevancia publica a los

resultados obtenidos.

191



Justificacion y objetivos

192







METODOLOGIA

1. Tipo de estudio
Estudio observacional descriptivo de individuos (serie de casos) y observacional

analitico de casos/controles.

2. Técnica operatoria y toma de muestras
2.1 Técnica operatoria

Como criterios para la indicacién de la CRC tuvimos en consideracion las
recomendaciones de las guias actualizadas de la practica clinica de la SEC*?® y del

ACC/AHA (American College of Cardiology/American Heart Association)*?

, publicadas
hasta la fecha en que se realizo el estudio.

En todos los pacientes en los que se indicé la CRC empleamos injertos autoélogos.
Consideramos como primera eleccion la AMI izquierda en la revascularizaciéon coronaria
de la arteria descendente anterior (ADA): Recomendacién Clase |, Nivel de Evidencia B
del ACC/AHA.

En la RC de los demas territorios del lecho arterial coronario utilizamos la AMI, la
arteria radial y/o la vena safena invertida (interna o externa), segun la eleccion del cirujano
y/o el perfil de cada paciente.

Realizamos CRC sin CEC (Tabla 18), fundamentalmente en aquellos pacientes en

quienes procuramos conseguir mayor beneficio con esta técnica que con la CRC clasica

(CRC con CEC).
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Tabla 18. Indicaciones de la cirugia de revascularizacion coronaria sin circulacion extracorpérea
Patologia vascular periférica y/o de troncos supra-aérticos

Enfermedad pulmonar obstructiva crénica

Accidente cerebrovascular previo

Antecedentes de cirugia cardiaca previa

Aorta ascendente calcificada (aorta en porcelana)

Insuficiencia renal cronica

Enfermedades oncoldgicas de prondstico aceptable

Angina posinfarto reciente con inestabilidad hemodinamica

Enfermedad coronaria severa de tres vasos con mala funcion ventricular

Por lo tanto, elegimos la CRC sin CEC en los enfermos que potencialmente pudiesen
estar mas afectados por la CEC. En la tabla 18 reflejamos las indicaciones mas frecuentes
de la CRC sin CEC en nuestros pacientes.

2.2 Técnica quirurgica

Bajo anestesia general, previa asepsia y monitorizacion del paciente, se procedié a
realizar esternotomia media, al mismo tiempo que se inici6 la diseccion y preparacién de
los injertos de vena safena (cuando se considerd su indicacion). Con antelacion a la
apertura del pericardio y a la administraciéon de heparina sddica (a través de una via
venosa central), se disecé y movilizé la AMI, impregnandola con una solucién que contenia

sulfato de magnesio y papaverina (Figura 62).
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‘\\ Arteria

Mamaria
Interna

Figura 62. Arteria mamaria interna izquierda in situ. Imagen anatémica de la AMI (arteria mamaria interna)
izquierda visualizada desde la dptica del cirujano. Adaptada de: Levinson MM. The Internal Mammary Artery.
The Heart Surgery Forum: a cardiothoracic multimedia journal. http://www.hsforum.com.

Posteriormente se procedié a seccionar el injerto de AMI en su porcion distal, justo
antes de realizar la anastomosis en el lecho nativo de la arteria coronaria afectada, el cual
en la mayoria de los enfermos correspondié a la ADA. Durante la preparacion de la AMI,
rutinariamente se descarta un pequeio fragmento distal, entre otros motivos, por
ser de menor calibre. Estos diminutos fragmentos de AMI fueron empleados para

realizar el presente estudio (Figura 63).
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Figura 63. Arteria mamaria interna “esqueletizada”. Diseccidon, movilizacion y seccion distal de la arteria
mamaria interna (AMI) izquierda. Proceso de preparacién de la AMI previo a su anastomosis en el lecho
arterial coronario. Perspectiva desde la situacién del cirujano. Adaptada de: Levinson MM. The Internal
Mammary Artery. The Heart Surgery Forum: a cardiothoracic multimedia journal.

http://www.hsforum.com.

Una vez efectuadas las anastomosis distales en el lecho coronario, se procedio a
elaborar las anastomosis proximales de los injertos venosos cuando se considero
pertinente. En tal caso, se pinzé la pared lateral de la AA, y con un instrumento para
“sacabocados” (punch aodrtico) de 4 milimetros de diametro, se efectuaron orificios en
numero variable, dependiendo de las anastomosis proximales requeridas. Estos
minusculos fragmentos de AA extraidos durante esta maniobra, fueron objeto del

presente trabajo (Figura 64).
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Figura 64. Anatomia del corazén, aorta ascendente y arteria mamaria interna. Imagen del corazoén, los
grandes vasos Yy la arteria mamaria interna (AMI) izquierda movilizada y seccionada distalmente (ubicada en el
receso pleural izquierdo), previo a su anastomosis en el lecho nativo de la arteria descendente anterior (ADA).
Panoramica obtenida desde la perspectiva del cirujano durante la cirugia de revascularizacion coronaria (CRC)
sin circulacion extracorpérea (CEC) (CRC sin CEC/OPCABG/off pump coronary artery bypass grafting).
Adaptada de: Levinson MM. The Internal Mammary Artery. The Heart Surgery Forum: a cardiothoracic
multimedia journal. http://www.hsforum.com.

Se notificé a los enfermos y a sus familiares (de forma amplia y suficiente) acerca
de la CRC con la debida antelacién a la intervencion quirdrgica. Se obtuvo el

consentimiento informado (preestablecido rutinariamente en la institucion para llevar a

cabo el procedimiento anestésico y la CRC) referente a las instrucciones generales, los

riesgos y los beneficios de la cirugia, requisitos sine qua non, para el ingreso del

paciente en el quiréfano. Adicionalmente se diligencio el consentimiento informado para

la_participaciéon discrecional en el estudio de investigacién, en el que se incluyé la

pesquisa alusiva a las determinaciones genéticas. Ambos documentos fueron
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tramitados por el personal facultativo idéneo y los investigadores respectivamente, de
conformidad con la legislacién espafiola y comunitaria vigente*244,

Elaboramos el formulario para el registro de la base de datos de cada paciente con
ayuda del programa Acces de Microsoft Office (version 2007). Recogimos una serie de
variables: 1. Variables cualitativas (género, tabaquismo, DM, DLP e HTA); EC en familiares
en primer grado de consanguinidad; clase funcional de la NYHA (New York Heart
Association); clase de angina de la CCS (Canadian Cardiovascular Society); fraccién de
eyeccion del ventriculo izquierdo (FEVI); descripcion anatémica y numero de arterias

coronarias enfermas. 2. Variables cuantitativas (edad, indice de masa corporal (IMC), perfil

lipidico, tHcy, proteina C reactiva, fibrindgeno, urea, creatinina, acido félico y vitamina B1,).

3. Tamaino muestral

Las muestras fueron obtenidas de pacientes intervenidos consecutivamente de CRC,
entre el 4 de abril de 2005 y el 2 de febrero de 2006. De este grupo de pacientes,
ingresaron al protocolo del estudio exclusivamente aquellos individuos en los cuales
durante el procedimiento quirurgico se logré obtener al menos un trozo de AMI. Si durante
la movilizacién de la AMI se considerd que esta era demasiado pequeia, que su flujo era
escaso o si la AMI se lesiond durante su preparacion, la AMI no se utiliz6 como injerto. No
obstante, tanto el paciente como la AMI, hicieron parte del trabajo de investigacion. En
muy pocos casos de ambos géneros, el flujo de la AMI fue inadecuado para satisfacer la
demanda de flujo de la arteria coronaria nativa, objeto del bypass. Todos los pacientes
fueron operados en el Servicio de Cirugia Cardiovascular del Hospital Universitario de
Gran Canaria “Dr. Negrin”, siguiendo técnicas y procedimientos habituales de CRC. Los
analisis bioquimicos generales se realizaron en el laboratorio clinico de la institucion. Las
muestras de AMI y AA fueron referidas a la unidad de investigacion del mismo hospital,

para su correspondiente andlisis (Figura 65).
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Figura 65. Hospital Universitario de Gran Canaria “Dr. Negrin”. Las Palmas de Gran Canaria, Espafia.
Servicio Canario de Salud. http://www.gobiernodecanarias.org. Imagenes satélite de ESRI (World imagery).

Compilamos ciento noventa y dos (192) pacientes, de los que logramos disponer de
un conjunto minimo de datos. La informacion clinica y genética quedd subdividida de la
siguiente forma: cuarenta y cinco (45) pacientes de los que conseguimos disponer de
informacién clinica exhaustiva, incluyendo: historia familiar, IMC, FEVI, DM, DLP, HTA,
concentracion de colesterol total (CT), triglicéridos, lipoproteina a (Lip-a), LDL, HDL, apo-
A1, apoB, tHcy, creatinina, urea, acido félico y vitamina B,. Ciento diez (110) pacientes de
los que logramos obtener informacién sobre el contenido de proteinas S-homocisteiniladas
y/o contenido protéico y/o ratio y/o genotipos PON1 (GIn192Arg y/o Met55Leu) y/o PON2
(Cys311Ser) y/o MTHFR C677T. Cuarenta (40) pacientes en los que ademas de la AMI,

obtuvimos al menos un fragmento adrtico, logramos extraer RNA y en consecuencia,
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pudimos evaluar comparativamente la expresion de los genes eNOS y/o iINOS y/o DDAH2

y/o el grado de metilacion del promotor del gen DDAH2 (Figura 66).

Figura 66. Descripcion del tamaiio muestral: diagrama de flujo.

4. Extraccion del DNA

El DNA se extrajo de los homogeneizados de la AMI (Figura 67), por medio del
procedimiento estandar de “salting-out’, con pequefias modificaciones (Salting-out
procedure). Este método simplifica el procedimiento de desproteinizacion mediante “salting
out” de las proteinas celulares, por deshidratacion y precipitacién con una solucion
saturada de cloruro de sodio (NaCl). Es por lo tanto, una técnica de separacion protéica
basada en el principio de que las proteinas son menos solubles a elevadas

concentraciones de NaCl. A bajas concentraciones de NaCl, la solubilidad de las proteinas
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incrementa ligeramente (salting-in), pero a altas concentraciones la solubilidad de las

Y. Tras la  cuantificacion

proteinas  disminuye  bruscamente  (salting-out

espectrofotométrica, se prepararon diluciones a concentraciones conocidas (Figura 67).

Figura 67. Homogeneizado vascular de arteria mamaria interna, extraccion del DNA y genotipage.

5. Determinacion de la variante C677T [rs1801133, g.14783C>T, pAla222Val] del gen
MTHFR

La variante C677T se determiné mediante amplificacion por PCR convencional
(polymerase chain reaction) y digestion enzimatica RFLP (restriction fragment length
polymorphysm), utilizando la enzima de restriccion Hinfl (cepa de E. coli que porta el gen
de Haemophilus influenzae). La RFLP (PCR-RFLP), es una técnica que radica en el corte
del DNA con endonucleasas de restriccion (endonucleasas que reconocen una secuencia
especifica) de los productos amplificados por PCR. Los fragmentos resultantes se separan
segun su longitud mediante electroforesis en gel de agarosa, siendo transferidos
posteriormente a una membrana en la cual se efectla la hibridacion de la sonda, a través
del procedimiento de Southern blot o hibridacion Southern (método de biologia molecular
ideado por el bidlogo Inglés Edwin Southern, que permite detectar la presencia de una

secuencia de DNA en una mezcla compleja de este acido nucleico).
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Seguimos el protocolo de Frosst y cols."”®, con algunas variaciones. Para la
amplificacion por PCR empleamos los primers (cebadores/iniciadores) HM1 5'-
TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA-3’ (sentido) y HM2 (5-
AGGACGGTGCGGTGAGAGTG-3’) (antisentido). Se amplificé un fragmento de 198 bp
(pares de bases), sometido posteriormente a digestion enzimatica con 10U de Hinfl (New
England Biolabs, Inc. UK). El alelo 677T contiene un sitio de restriccién Hinfl, resultando
como consecuencia la aparicion de dos fragmentos de 175 bp y 23 bp. Por el contrario el
alelo C en la posicion 677 (677C) carece de sitio de restriccion Hinfl. Los productos
derivados de la PCR y de la digestion enzimatica, se analizaron en un gel de agarosa TBE
(Tris-Borato-EDTA) al 3%. Establecimos la categoria de las muestras como homocigética
446

para la variante termolabil (677T), heterocigética (C677T) o la tipo silvestre (677CC)

(Figura 68).

Figura 68. Reaccion en cadena de la polimerasa. Izquierda. Equipo de PCR convencional Perkin 9600.
La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica de biologia molecular cuyo objetivo es conseguir
un gran numero de copias (amplificacién) de un fragmento de DNA, partiendo de una copia Unica del
fragmento original o molde. Tras su amplificacion, resulta mas comodo hacer investigacion sobre el DNA
amplificado. El proceso de PCR esta automatizado mediante un termociclador, el cual permite calentar y enfriar
los tubos de reaccion para adecuar la temperatura necesaria para cada etapa. Los termocicladores modernos
hacen uso del efecto Peltier, que permite calentar y enfriar los tubos de reaccion invirtiendo la corriente
eléctrica. Derecha. Equipo de PCR en tiempo real CFX de Biorad. La PCR en tiempo real, también conocida
como PCR cuantitativa (QPCR), es una variante de la PCR, utilizada para ampliar y cuantificar
simultaneamente de forma absoluta el producto de la amplificaciéon. Su caracteristica primordial es que permite
cuantificar el DNA o el RNA presente en la muestra original, ademas de identificar muestras de DNA
especificas, a partir de su temperatura de fusion.
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6. Determinacion de los genotipos GIn192Arg [rs662, g21439A>G, pGIin192Arg] y
Met55Leu [rs85 del gen PON1]
Determinamos los genotipos GIn192Arg y Met55Leu del gen PON1 mediante PCR-

22y Shanguera y cols.?°. Para la

RFLP, segun las técnicas descritas por Humbert y cols.
identificacion del polimorfismo GIn192Arg, se emplearon los primers PON1A
(5TATTGTTGCTGTGGGACCTGAG-3") y PON1B (5'CACGCTAAACCCAAATACATCTC-
3’). En la tipificacién del polimorfismo Met55Leu, se utilizaron los primers PON1 55f (5°-
GAA GAGTGATGTATAGCCCCAG-3) y PON1 55r (5-
TTTAATCCAGAGCTAATGAAAGCC-3). La amplificacion de la variante PON1 192, genera
un producto de 99 bp que fue digerido con la enzima de restriccion Alwl (cepa de E. coli
que porta el gen de Acinetobacter Iwoffii) de (New England Biolabs, Inc. UK), a 37°C
durante toda la noche, de acuerdo a la siguiente mezcla: 2 ul 10x buffer, 1 pl Alwl, 7 ul
agua destilada estéril y 10 yl del producto de la PCR. Los productos de la digestion, se
revolvieron en geles de agarosa en TBE al 3.5%, se tifieron tras la correspondiente
electroforesis con bromuro de etidio y las bandas se visualizaron bajo luz ultravioleta,
generandose una banda de 99 bp en los homocigéticos GIn/Gin y de 66 bp y 33 bp en los
homocigéticos Arg/Arg. El producto de amplificacion Met55Leu de 170 bp, se digirié con
Hsp1921l (Haemophilus species 92) de (Promega, Madison, USA), en presencia de
seroalbumina bovina (0.1 pg/uL a 37°C durante toda la noche). El alelo L (Leu) no contiene
sitio Hsp192l1, por el contrario el alelo M (Met), si que posee diana de restriccién, por lo

que se generan dos bandas de 126 bp y 44 bp, respectivamente.

7. Determinacion del polimorfismo Ser311Cys del gen PON2
Se utilizo el primer sentido PON2 F9 (5-ACATGCATGTACGGTGGTCTTATA-3) y el

primer antisentido PON2 R9 (5-AGCAATTCATAGATTAATTGTTA-3’), para amplificar la
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region del target, como fue descrito para la determinacién del polimorfismo Cys311Ser del
gen PON2?%%0 | 5 amplificacién por PCR del amplicon del gen PON2, genera un
fragmento de DNA de 262 bp. La digestién con la enzima de restriccion Ddel (Desulfovibrio
desulfuricans, cepa Norway), genera en caso del alelo Cys, dos bandas de 142 bp y 120
bp respectivamente, mientras que en el caso del alelo Ser, genera tres bandas de 120, 75

y 67 bp, respectivamente.

8. Determinacién del grado de metilacién en el promotor del gen DDAH2

Evaluamos el grado de metilacion del promotor del gen DDAH2, mediante un
protocolo de PCR anidada especifica para metilacion (nMSP/nested Methylation Specific
PCR analysis)®. La nMSP, es una variante de la PCR convencional que comprende dos
rondas de amplificaciéon con distintos primers en cada una, con el fin de incrementar la
sensibilidad de la deteccion. Primero se realiza una reaccion con los iniciadores externos
para amplificar una region del DNA mas extensa, que contiene el segmento diana.
Posteriormente con este producto de amplificacion, se efectia una segunda PCR con los
iniciadores internos, para amplificar la regién especifica. La PCR anidada tiene
la ventaja de su alta sensibilidad y especificidad. Si bien, no permite cuantificar la muestra.

El DNA gendmico se extrajo como se ha descrito con antelacion. La preparacion final
alcanzé un ratio de A260: a280 entre 1.6 y 1.8. Se trataron 2 uyg de DNA de cada muestra
con bisulfito de sodio (Sigma, USA) a 50°C durante 16 horas. Empleamos la nMSP para la
deteccioén del patrén de metilacion en la regidn del promotor de la isla CpG del gen DDAH2
(GenBank AF129756). Este método, se basa en el hecho de que el tratamiento del DNA
desnaturalizado con bisulfito de sodio, convierte todos los residuos de citosina a uracilo,
los cuales son luego amplificados como timinas en las reacciones de PCR. Por el
contrario, la 5 metilcitosina, es resistente a la desaminacién del bisulfito, bajo las

condiciones de la reaccién y es amplificada como citosina. Como hemos mencionado, la

206



Relevancia de polimorfismos génicos y la S-homocisteina en la epigénesis en arteria mamaria interna y aorta

nMSP consta de dos pasos en la amplificacion de la PCR. El primer paso de la nMSP
utiliza un par de iniciadores externos que no contiene ningun grupo CpG. En el segundo
paso, la PCR se llevo hacia afuera con los iniciadores de PCR convencionales.

Las secuencias de los cebadores y de las condiciones de las reacciones de las nMSP,
se muestran en la tabla 19%.

Tabla 19. Secuencia de primers y condiciones de la reaccién de nMSP

Primer set  Secuencia de primers (5—3’) Tamafo productos Temperatura de anillamiento

DDAH2-n  TAGTGATTTTGAGTTTAGGGTAGA 581 bp 65°C
ACTCCCCATACTCTCTATCTAAT

DDAH2-M TTTGTAGTTTCGTCGTTAGGGTC 244 bp 65°C
TAACGAAAATCCTTATATAAACGAA

DDAH2-U TTGTAGTTTTGTTGTTAGGGTTGG 243 bp 65°C

TAACAAAAATCCTTATATAAACAAA

nMSP (nested Methylation Specific PCR analysis); DDAH2 (dimetilarginina dimetilaminohidrolasa 2).
Modificada de: Zhang JG, et al. Chin Med J (Engl) 2007;120(23):2132-213725.

Empleamos el protocolo PCR touchdown (TD-PCR) para la amplificacion. La TD-PCR,
es una variante de la PCR que se emplea cuando se desconoce la secuencia exacta de
los extremos de la secuencia a amplificar. En consecuencia, se asume que puede existir
alguna base desapareada en el alineamiento cebador-secuencia. Su objetivo es reducir el
fondo no especifico, disminuyendo gradualmente la temperatura de hibridacién a lo largo
del progreso de la PCR.

Posteriormente a la desnaturalizacion inicial, las muestras se sometieron a 20 ciclos
de un programa TD (touchdown), con la secuencia inicial: 94°C durante 45 segundos,
anillamiento durante 45 segundos y posterior extensién a 72°C durante 45 segundos,
seguido por disminucién de 1°C de la temperatura de anillado en los ciclos consecutivos.
Después de completar el programa TD, amplificamos 20 ciclos mas con la secuencia:
94°C durante 45 segundos, 45°C durante 45 segundos y 72° durante 45 segundos. Ya
finalizando, afiadimos una extension adicional a 72°C durante 5 minutos.

Se realizd electroforesis sobre un gel de agarosa y visualizacién por tinciéon con

bromuro de etidio de los productos de la segunda reaccién de la PCR.
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9. Extraccion del RNA

El RNA total se extrajo de los fragmentos de la AMI y de los punches adrticos,
mediante el método del isotiocianato de guanidina**’. EI material utilizado se esterilizé dos
veces en autoclave (P-selecta Auster-M). La solucién de acetato sodico se prepard
ahadiendo 16.42 g de acetato sddico anhidro, a 40 ml de H,O y 35 ml de acido acético
glacial. Se ajusté la solucion a pH 4 con acido acético glacial y el volumen final a 100 ml
con H,0. La solucion obtenida es 2M con respecto a los iones de sodio. El agua DEPC
(dietilpirocarbonato), se prepar6 tomando 100 ml de H,O destilada estéril tratada
previamente con 0,2 ml de dietilpirocarbonato y se agité vigorosamente hasta su
solubilizacion.

Posteriormente el agua DEPC se esterilizé en autoclave en dos ocasiones, para
inactivar el DEPC restante. EI homogeneizado vascular se congeld con nitrégeno liquido
en un pequefo mortero y se pulverizé en presencia de soluciéon ITG. Se centrifugaron a
2000 rpm durante 10 minutos, resuspendiendo el pellet (material sedimentado) en 1 ml de
una solucion desnaturalizante que contenia isotiocianato de guanidina 4M y con ayuda de
una pipeta se disgreg6 el tejido, repitiéndose este proceso entre siete y diez veces. La
solucion desnaturalizante ITG contiene: isotiocianato de guanidina 4M, 25 mM de citrato
sédico (pH 7), 0.1 M 2-mercaptoetanol, 0.5% N-laurilsarcosina (sarcosilo). Se preparé una
solucion stock disolviendo 250 g de tiocianato de guanidina en una solucién de: 293 ml de
H,O DEPC, 17.6 ml de citrato sddico 0.75M (pH 7) y 26.4 ml de 10% sarcosilo a 60-65°C,
seguido de agitacion. Inmediatamente antes de su utilizacién, se afiadieron 0,35 ml de 2-
mercaptoetanol por cada 50 ml de solucién stock. El homogeneizado se transfirid a un
tubo Falcon de 5 ml y se le afadié 0,1 ml de acetato sodico 2M (pH 4), mezclando
vigorosamente por inversion. Al resultado se le anadié 1 ml de fenol saturado en agua
DEPC y mezclado, adicionando 0,2 ml de una solucion 49:1 de cloroformo/alcohol

isoamilico. La solucién de fenol se preparé disolviendo 100 g de cristales de fenol en H,O
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a 60-65°C y aspirando la fase acuosa superior. La solucion resultante se mezclé e incubd

durante 15 minutos a 4°C (Figura 69).

Figura 69. Autoclave P-selecta Auster-M, equipo para producir agua destilada y centrifuga.

Al finalizar el periodo de incubacién, la mezcla se centrifugé a 9000 rpm durante 20
minutos a temperatura de 4°C, transfiriendo la fase acuosa superior a un tubo Falcon
limpio (la fase acuosa superior contiene RNA, quedando el DNA y las proteinas en la
interfase o en la zona inferior). El volumen de fase acuosa a recoger, es aproximadamente
igual al de la solucién desnaturalizante afadida. Se precipité el RNA afiadiendo al tubo un
volumen igual de isopropanol al 100% e incubando las muestras a -20°C durante 30
minutos. Se centrifugd el tubo a 9.000 rpm durante 10 minutos a 4°C, descartando el
sobrenadante. Posteriormente se disolvio el pellet con 0,3 ml de soluciéon desnaturalizante
y se trasladd a un tubo de microcentrifuga de 2 ml. Se precipité el RNA con 0,3 ml de
isopropanol al 100% e incubando a -20°C durante 30 minutos. El sobrenadante se
descartd después de una nueva centrifugacion a 9.000 rpm durante 10 minutos a 4°C. A
continuacion se resuspendié el pellet de RNA en 1 ml de etanol al 75% durante 10 minutos

a temperatura ambiente, con la finalidad de eliminar cualquier resto de guanidina que
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contaminara el pellet. Posteriormente se centrifugd la muestra durante 5 minutos a 9.000
rom y se seco el RNA en una camara de vacio Univapo 100-H (Uniequip GMBH,
Fraunhoferstr, Germany) durante 5 minutos, evitando que se produjera un secado
completo. Luego se disolvid el RNA en 200 pl de agua DEPC, pipeteando la solucion
varias veces con precaucion y delicadeza. Se incubd el RNA durante 15 minutos a 55°C y
se cuantifico el RNA, leyendo alicuotas del mismo disueltas en agua alcalina en el

espectrofotdmetro, a una absorvancia de 260 y 280 nm.

10. Transcripcion Inversa del RNA

La transcripcion inversa del RNA se llevé a cabo en un volumen final de 20 ul,
utilizando el kit “iscript” de Biorad, siguiendo detalladamente las instrucciones que
acompanan al reactivo. Se preparo una solucion madre que contenia 4 ul de Buffer 5x, 2 pul
de y transcriptasa inversa en agua DEPC, alcanzando un volumen total de 10 ul, al que se
le afiadié 10 ul del RNA almacenado, con un total de 2 ug de RNA. La mezcla se llevé a
una temperatura de 70°C durante 10 minutos. Se paso6 posteriormente por agua y hielo,
hasta conseguir una temperatura de 25°C durante 15 minutos y posteriormente a 42°C
durante 60 minutos.

Este proceso se realizd en un termociclador Perkin Elmer 9600 (Perkin Elmer Life and
Analytical Sciences, lllinois, USA). EI DNA complementario (cDNA) resultante se conservé

a 4°C.

11. Expresion de los genes eNOs, iNOs y DDAH2 en los homogeneizados
vasculares
Utilizando el programa Primer-3 (http://frodo.wi.mit.edu/), disefiamos los siguientes

primers para la cuantificacion relativa de la expresion de los genes eNOS (NOS3) e iNOS
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(NOS2): HenosRight: 5'TGATGCATTGGATCTTTGGA3’ y HenosLeft:

5 CCATGTTACTGTGCGTCCAC3" y HiNOSRight: 5 TCCCGTCAGTTGGTAGGTTC3" y
HiINOSLeft: 5’ACAAGCCTACCCCTCCAGAT3". Los amplicones resultantes tenian
tamaros de 226 bp y 158 bp, respectivamente.

Resulté de interés la evaluacién de la expresion génica del gen DDAH2, tanto para la
evaluacion de las diferencias entre ambos territorios (AMI versus punches aérticos), como
para determinar los indices de correlacion con el grado de metilacion del promotor del gen.
Para su evaluacién cuantitativa, utilizamos los siguientes primers: RTDDAH1-S:
GGAGGTAAACTGAGGCAACG y RTDDAH1A: ACAGTGGAGACGGCGAAG. En todos
los casos se realizé una reaccion de normalizacion, para lo que se amplifico un fragmento
del gen GAPDH con los primers: Human GAPDH R: 5GGCCTCCAAGGAGTAAGACC3'y
Human GAPDH L: 5’AGGGGTCTACATGGCAACTG3 (GAPDH entre 1031-1177 bp;

BC020308).

12. Protocolo HPLC

En aquellos casos en los que se determind la tHcy, ésta se evalué mediante
inmunofluorescencia polarizada (Abbot division Diagnostic). La tHcy se definié como la
concentracion plasmatica total de Hcy después de la escision reductiva cuantitativa de
todos los enlaces disulfuro. De igual forma, en esta serie de pacientes se evaluaron los
niveles plasmaticos de vitamina B, y acido folico, mediante ensayo enzimatico de
microparticulas y la técnica de captura idnica, respectivamente. La cuantificaciéon de la
concentracién de tHcy se evalué también mediante cromatografia liquida de alta eficacia
HPLC (high performance liquid chromatography). Hubo una excelente correlacion entre los

diferentes métodos empleados.
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Los niveles de proteinas homocisteiniladas en los fragmentos de AMI se midieron
como describen Perna y cols.*®. El método de HPLC fue lineal hasta 100 mmol/L y
demostrd ser sensible, con un limite de deteccion de 5 mol/L de D/L-homocisteina.

Para nuestro estudio se emple6é un cromatégrafo VARIAN PS230 (serie 1644) y
cromatografia de fase reversa (RP-HPLC). La cromatografia de fase reversa, se basa en
el principio de las interacciones hidrofébicas que resultan de las fuerzas de repulsién entre
un disolvente relativamente polar, un compuesto relativamente apolar y una fase
estacionaria apolar. El derivatizador utilizado fue el 7-fluorobenzeno-2-Oxa-1,3-diazole-4-
sulfonato (SBD-F). Se preparé disolviendo 10 mg en 10 ml de agua bidestilada estéril y se

rotulé como SDB-F (Figura 70).

Figura 70. Cromatéografo VARIAN PS230. La cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) es un tipo de
cromatografia en columna utilizada para detectar y separar los diferentes componentes de una mezcla,
basandose en diferentes tipos de interacciones quimicas entre las substancias analizadas y la columna
cromatografica.
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Para determinar la Hcy unida a proteinas mediante puentes disulfuro, utilizamos como
agente reductor el ditiotreitol (DTT), a una concentracién de 1mmol/l. La muestra (50ul) se
redujo a 50 °C durante 60 minutos. Para la determinacién de Hcy unida a proteinas
mediante enlaces amida, la muestra en seco se sometio a hidrodlisis acida durante toda la
noche a 110°C en un tubo de vacio. La muestra reducida o sometida a hidrdlisis acida
continud un procesamiento similar a partir de este punto.

Se utilizé acido tricloroacético (TCA) para la precipitacion de proteinas. EI TCA se
preparo disuelto en agua (1 gr en 10 ml). Para la reaccion se prepard también hidréxido de
sodio (NaOH) 1.55 mol/L, disolviendo 6,2 gr en 100 ml y se rotul6 como NaOH 1.55M. Se
necesité también preparar una solucién disolviendo 7.7 gr de acido borico en 500 ml de
agua que se llevé a pH 9.5. Una vez alcanzado el pH, se afadieron 11.68 gr de EDTA
(acido etilendiaminotetraacético) y se rotulé como Buffer Borato. La elucion cromatografica
se realiz6 isocraticamente en Buffer fosfato de potasio dihidrégeno anhidrido (KH,PQO,).
Para ello preparamos una dilucién de 13.61 gramos en 1 litro de agua equivale a 0.1 M, a
la que finalmente se le anadieron 40 ml de acetonitrilo. El Buffer de elucién se filtré y se
degasifico mediante procedimientos rutinarios. Los estdndares se prepararon a diferentes
concentraciones, utilizando la mezcla racémica DL-homocisteina (DL-Hcy) de Sigma,
disuelta en agua. Asi mismo, para evaluar diferencias en el procesado de la muestra se
utilizé un “estandar interno”, el dihidroclorato de cysteamina (B-mercaptoetilamina) de
Sigma. Empleamos una concentracion final de 10 plmol/l, que se obtiene afiadiendo 30 pl
de una solucion de 50 plmol/l de cisteamina mas 120 ul de la muestra (5.68 gramos por
litro o 0.568 gramos en 100 ml). Se mezclaron 200 pl de plasma con 100 ul de IS
dihidroclorato de cisteanina (30 pmol/l) y 200 pl de 1umol/L de DTT. Esta mezcla se incubd
a 50 °C durante 60 minutos. La desproteinizacién se realizé con acido perclérico en 1
mmol/l EDTA y se centrifugd a 8000 rpm durante 20 minutos. El sobrenadante se filtr6 a

través de un filtro Millipore y luego se mezclaron 100 pl del sobrenadante con 200 ul de

213



Metodologia

0.2 mmol/l de Buffer de Borato con 4 umol/l de EDTA a ph 9.5y con 20 pl de NaOH y 50 pl
de SBD-F. Se incub6 a 60° C durante 1 hora y se analizan 20 pul. Como se ha sefialado,
utilizamos una columna de fase reversa Sperisorb ODS2 4.6NM 5 yM y como fase movil
0.1 mol/l de KH,PO,4 a pH 2 conteniendo 40 ml/l de acetonitrilo a una velocidad de 0.8

ml/min (Figura 71).

Figura 71. Valoracion de las proteinas homocisteiniladas. Determinacién de Hcy unida a proteinas (Hcy-p),
en los homogeneizados de arteria mamaria interna (AMI). Para determinar la Hcy-p mediante puentes disulfuro
(S-Hcy-p), utilizamos como agente reductor el ditiotreitol (DTT). Para estimar la Hcy-p mediante enlaces amida
(N-Hcy-p), la muestra se sometié a hidrdlisis acida en placas calefactoras (imagen derecha). Empleamos acido
tricloroacético (TCA) para la precipitacion de las proteinas y acido perclérico para la desproteinizacion. El
sobrenadante se filtré6 a través de un filtro Millipore. Se emple6 un cromatégrafo VARIAN PS230 y
cromatografia de fase reversa (RP-HPLC). HPLC (cromatografia liquida de alta eficacia); TPP (trifenilfosfina);
SH (grupo sulfidrilo o tiol/thiol); NH2 (grupo amino); O (oxigeno); C (carbono); H (hidrégeno).

13. Determinacion protéica por el Método de Lowry

El método de Lowry, es un método colorimétrico de valoracion cuantitativa de las
proteinas. A la muestra, se afilade un reactivo que forma un complejo coloreado con las
proteinas, siendo la intensidad del color de la dilucion resultante, proporcional a la
concentracién de proteinas, segun la ley de Lambert-Beer.

Para calcular la concentraciéon de proteinas del homogenizado arterial (AMI y aorta)
se empled el método de Lowry*®, utilizando 6 estandares de concentracién creciente

preparados con 50 ul del reactivo Bio-Rad Protein Assay, para encontrar la recta de
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concentraciones en la cual interpolar nuestras muestras. Para ello se emple6 el lector
ELISA ELx 800 a 590 nm (Bio-Tek Instruments, Inc, Vermont, EE.UU.), usando una
computadora Siemens que recopilaba y analizaba los datos con el software Kc-Junior (Bio-
Tek Instruments, Inc, Vermont, EE.UU.). En la figura 72 se muestra el lector de
absorbancia. Como concentraciones de trabajo se prepararon 400 ug de proteinas totales

en 100 pl de volumen, completando con PBS (Buffer fosfato salino).

Figura 72. Lector de absorbancia ELISA EL,800. El lector de placas (microplacas), es un instrumento que
permite detectar eventos bioldgicos, quimicos o fisicos en muestras contenidas en placas de microtitulacion.
Son ampliamente utilizados en investigacion. Los modos méas habituales de deteccion para los ensayos de
microplacas son: absorbancia, intensidad de fluorescencia, luminiscencia, fluorescencia resuelta en el tiempo y
polarizaciéon de fluorescencia. La deteccion o medida de la absorbancia se utiliza para ensayos, como los
analisis ELISA, para la cuantificacion de proteinas y acidos nucléicos o para ensayos de actividad enzimatica
(viabilidad celular). Una fuente de luz ilumina la muestra con una longitud de onda especifica (seleccionada
mediante un filtro éptico, o un monocromador). Un detector de luz situado en el otro lado del pozo, mide qué
porcentaje de la luz inicial (100%), se transmite a través de la muestra. La cantidad de luz transmitida estara
relacionada con la concentracion de la molécula de interés.

14. Analisis estadistico

Efectuamos el analisis estadistico de los resultados del estudio con el programa
SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) para Windows, version 15.0 (SPSS Inc.
lllinois USA). Los valores de los resultados obtenidos se expresaron mediante la media
aritmética (medida de tendencia central) y la desviacién tipica de la media (medida de

dispersion). Analizamos la distribucion de las muestras mediante las pruebas de
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normalidad de Shapiro Wilks y el estadistico Z de Kolmogorov-Smirnov (con la correccion
de Liliefors). Establecimos el nivel de significacién considerando un valor de p < 0.05.
Evaluamos las diferencias estadisticas entre las medias muestrales en funcién del
genotipo, mediante el analisis de la varianza (ANOVA). Cuando el tamafio muestral era
pequeno (< 10), utilizamos la prueba de Kruskal-Wallis (test no paramétrico), seguido de
las comparaciones pareadas de la U de Mann-Whitney.

Describimos las variables cuantitativas como los valores medios + la desviacion tipica,
a menos que las especificaramos como el valor medio + el error tipico de la media.
Representamos las variables cualitativas como frecuencias absolutas y relativas y/o
porcentajes. Realizamos la comparacién de las medias a través de la T de Student para
las muestras independientes o las pruebas alternativas no paramétricas (la prueba de
Wilcoxon y la U de Mann-Whitney, cuando fue necesario). Ambas pruebas constituyen
alternativas a la T de Student, bajo el supuesto de normalidad.

Las comparaciones entre pares para grupos relacionados se efectuaron mediante la
prueba de Wilcoxon. Empleamos la U de Mann-Whitney para las comparaciones de pares
de grupos no relacionados. Estas pruebas no exigen ningun tipo de distribucion a las
variables y por ello no utilizan los valores obtenidos, ni ningin parametro calculado con
ellos, sino los rangos que se pueden establecer con estos valores. El test de
Wilcoxon/Mann-Whitney, contrasta la hipétesis nula de que una distribucion continua es
simétrica en torno a una mediana hipotética (MO). Si la hipétesis nula es cierta, entonces
estas diferencias han sido tomadas de una distribucion que es simétrica con respecto a
cero.

Evaluamos las comparaciones entre mas de dos grupos mediante el test de Kruskal-
Walllis. Determinamos la correlacion entre las variables continuas mediante la Rho (p) de

Spearman. Las diferencias entre grupos en funcién de las variables cualitativas, se
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muestran en tablas de contingencia. Realizamos la prueba de Chi-cuadrado o la
correccion exacta de Fisher cuando fue necesario.
La variable dependiente fue el ratio de Hcy. Cuando empleamos pruebas

paramétricas, transformamos el ratio de Hcy por medio de la férmula:

LRH (logaritmo rotio- Hey)=Ln (ratio- + O.5), en donde Ln=logaritmo

nofural.

Adicionamos 0.5 unidades al ratio de Hcy para conseguir mayor ajuste a la
distribucion normal, ya que de este modo no obtuvimos puntuaciones extremas negativas.
Si atendemos a la literatura, esperamos encontrar efectos en el genotipo en una direcciéon
determinada. Para ganar suficiente potencia estadistica, planificamos de antemano
realizar contrastes unilaterales. El modelo puesto a prueba fue el logaritmo aditivo (log-
aditivo). Realizamos la transformacion logaritmica del ratio y aplicamos la técnica de
regresion lineal, considerando que los genotipos tenian puntuaciones: 0, 1 0 2, en funcién
de los alelos de riesgo. A pesar de la transformacion logaritmica (como consecuencia del
escaso tamafio muestral), no logramos evaluar con precision los supuestos paramétricos.
Por este motivo, evaluamos de forma complementaria la relacién entre el genotipo y la
concentracion de Hcy por medio del estimador Rho de Spearman vy el test de tendencia de
Jonckheere-Terpstra con los genotipos de riesgo. En ambos casos, aplicamos contraste

unilateral.
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RESULTADOS

1. Caracteristicas principales de la poblacion estudiada

Analizamos un total de 192 pacientes (86.7 % hombres) con EC documentada por
angiografia e intervenidos mediante CRC. La edad media de los pacientes fue de 64.1 +
7.4 anos (Tabla 20). Obtuvimos informacion clinica exclusivamente de 45 individuos. Las
caracteristicas principales de los pacientes se reflejan en las tablas 20 y 21.

Tabla 20. Caracteristicas de la poblacién. Variables cualitativas

Variable n (%)
Hombres 39 (87)
Antecedentes familiares de enfermedad coronaria (EC) 24 (53)
Tabaquismo (n=44)
No fumador 10 (23)
Exfumador > 1 afio 13 (29)
Exfumador < 1 afio 10 (23)
Fumador 11 (25)
Dislipemia (n=43) 40 (93)
Hipertension arterial (n=38) 34 (90)
Diabetes Mellitus (n=44) 22 (50)
Diabetes Mellitus tipo 1 (n=43) 4 (9)
Lesion del tronco de la arteria coronaria izquierda (Cl) 8 (18)
Numero de arterias coronarias afectadas
Lesion del tronco de la Cl exclusivamente 1(2)
Lesion del tronco de la Cl + EC de 1 vaso 2 (4)
Lesion del tronco de la Cl + EC de 2 vasos 1(2)
Lesion del tronco de la Cl + EC de 3 vasos 4(9)
EC de 1 vaso 1(2)
EC de 2 vasos 9 (22)
EC de 3 vasos 27 (60)
Fraccién de eyeccion del ventriculo izquierdo (FEVI)
30-49% 9 (20)
>49% 36 (80)
Clase funcional de la NYHA (n=44)
Il 40 (91)
1 4 (9)
Clase funcional de angina de la CCS (n=44)
| 1(2)
Il 26 (59)
11 13 (30)
v 4(9)

NYHA (New York Heart Association); CCS (Canadian Cardiovascular Society).
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2. Homocisteina plasmatica total, homocisteina (S/N) unida a proteinas y su relacién
con los diferentes genotipos
La concentracion media de tHcy en los 44 pacientes evaluados fue de 14.13 + 4.59

umol/L (Tabla 21).

Tabla 21. Caracteristicas de la poblacion. Variables cuantitativas.

Variable Media + DT Pso (P2s- Prs) Min-Max KS (p)

Edad (afios) 64.09 + 7.44 67(58-70) 47-75 0.163(0.004)
IMC (kg/m?) 28.27 £4.49 27(26-30) 18-41 0.097(=0.200)
CT (mg/dL) 159.6716.30 146(129-187) 94-263 0.178(0.002)
LDL (mg/dL) n=44 88.50+37.12 79(63-109) 25-194 0.131(0.067)
HDL (mg/dL) n=44 40.23+10.24 39(34-45) 17-66 0.118(0.159)
Triglicéridos (mg/dL) 151.48+50.02 148(113-176) 52-278 0.097(=0.200)
Lip-a (mg/dL) n=44 25.91+15.86 20(18-32) 6-73 0.187(0.001)
ApoA-1 (mg/dL) n=44 103.34421.12 103(88-117) 58-145 0.059(=0.200)
ApoB (mg/dL) n=44 80.82+26.75 76(63-96) 42-154 0.111(0.200)
CT/HDL (n=44) 4.19+1.43 3.75(3.21-4.68) 2.29.9 0.185(0.001)
tHcy (umol/L) n=44 14.13+4.59 13.77(10.57-16.58) 7.5-28.1 0.134(0.057)
pCr (mg/dL) n=44 1.27+£1.93 0.60(0.10-1.0) 0.0-9.8 0.332(0.000)
Fibrinégeno (mg/dL) 329.33485.13 329.6(256.4-392.3) 167-565 0.098(=0.200)
Urea (mg/dL) 43.73+15 40.0(34.0-50.0) 24-98 0.160(0.008)
Creatinina (mg/dL) 1.03+0.7 0.84(0.73-0.98) 0.5-4.2 0.314(0.000)
Acido félico (ng/mL) 8.32+3.57 8.38(5.80-9.49) 3.1-20.0 0.162(0.007)
Vitamina B12 (pg/mL) 577.27+230.65 584.20 (379.93-662.50) 266-1319 0.185(0.001)

KS (Kolmogorov-Smirnov); IMC (indice de masa corporal); CT (colesterol total); LDL (lipoproteinas de baja
densidad); HDL (lipoproteinas de alta densidad); Lip-a (lipoproteina a); ApoA-l (apolipoproteina Al); ApoB
(apolipoproteina B); tHcy (homocisteina plasmatica total); pCr (proteina C reactiva); acido félico (vitamina Bo);
vitamina B2 (cianocobalamina).

Aunque no existe un punto de corte especifico para establecer la concentracion de
Hcy, se acepta como valor de referencia una concentracion de tHcy en el plasma inferior a
15 pmol/L (5-15 umol/L).

Sin embargo, la poblacién adulta que no consume dieta rica en folatos presenta tHcy
mas elevada (15-20 uymol/L). Por el contrario, los adultos que llevan un estilo de vida
cardiosaludable y poseen niveles adecuados de vitaminas del complejo B, ostentan una
concentracion de tHcy <12 umol/L 145150450

Definimos como HHcy el incremento de la tHcy en el plasma*®'. No obstante, existe
cierta controversia a dicho respecto. Algunos autores consideran HHcy al valor de tHcy

L450

superior a 12 pmol/ Si bien, otros reportes establecen que el rango fisiolégico de tHcy

no deberia superar los 10 pmol/L**".
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En la practica se hace referencia indistintamente a la HHcy leve/moderada, cuando la
concentracién de tHcy (en estado de ayuno) se halla entre 12-30 pymol/L. Asi mismo, se
hace alusion a la HHcy intermedia, cuando los niveles de tHcy se encuentran entre 30-100
umol/L. La HHcy severa se corresponde con valores de tHcy superiores a 100 pmol/L**?.

La concentracién media de acido folico y cianocobalamina en los 45 pacientes
estudiados fue de 8.32 + 3.57 ng/mL y de 577.27 + 230.65 pg/mL, respectivamente (Tabla
21).

Los valores de referencia del acido félico plasmatico estan comprendidos entre 6-20
ng/mL (9-41 mmol/L) y el rango normal de cianocobalamina oscila entre 200-900 pg/ml
(148-664 pmol/L).

En nuestro estudio encontramos correlacién inversa, aunque en el umbral de la
significancia entre los niveles de acido félico y la concentracién de tHcy (Rho =-0,113; p =
0.0665).

Asimismo, observamos correlacion negativa aunque no significativa mediante
estimaciones no paramétricas (Kruskal-Wallis/contraste unilateral), entre la concentracion
de tHcy y los niveles de cianocobalamina (Rho =-0,113 ; p = 0,238).

Pretendimos atender el efecto exclusivamente si se daba en la direccion esperada. Es
decir, que si hubiéramos encontrado resultados en la direccion contraria, habriamos
concluido la inexistencia de efectos (y no efectos en la direccién contraria).

La concentracién media de tHcy varidé en relacién con el genotipo C677T MTHFR,
presentando diferencia significativa (p = 0.011) (Tabla 22 y figura 73).

Tabla 22. Genotipo C677T MTHFR/Ala222Val [rs 1801133] y concentracion media de homocisteina

Genotipo C677T MTHFR Media n Desviacion tipica
TT* 17,70 4 2,94
CT 10,93 8 2,30
cC 12,70 11 3,92
Total 12,96 23 3,93

MTHFR (metilentetrahidrofolato reductasa); *Alelo de referencia; p = 0.011.
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Figura 73. Genotipo C677T MTHFR/Ala222Val [rs 1801133] y concentracion media de homocisteina.
MTHFR (metilentetrahidrofolato reductasa); tHcy (homocisteina plasmatica total).

No encontramos correlacién entre la concentracién de tHcy y los genotipos
GIn192Arg (p = 0,386) y Met55Leu (p = 0.375) del gen PON1, mediante el test de Kruskall-
Wallis. Tablas 23,24 y figuras 74,75 respectivamente.

Tabla 23. Genotipo GIn192Arg PON1 [rs 662] y concentraciéon media de homocisteina

Genotipo GIn192Arg PON1 Media n Desviacion tipica
RR* 10,50 1 -

QR 11,75 12 2,48725
QQ 14,65 10 4,94576
Total 12,96 23 3,93215

*Alelo de referencia; PON1 (paraoxonasa 1); p = 0,386.

Tabla 24. Genotipo Met55Leu PON1 [rs 854560] y concentracion media de homocisteina

Genotipo Met55Leu PON1 Media n Desviacion tipica
LL* 12,67 7 4,52

LM 12,69 15 3,58

MM 18,90 1 -

Total 12,96 23 3,93

*Alelo de referencia; PON1 (paraoxonasa 1); p = 0.375.
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Figura 74. Genotipo GIn192Arg [rs 662] del gen PON1 y concentracion media de homocisteina. PON1

(paraoxonasa 1); tHcy (homocisteina plasmatica total).
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Figura 75. Genotipo Met55Leu [rs 854560] del gen PON1 y concentracion media de homocisteina. PON1

(paraoxonasa 1); tHcy (homocisteina plasmatica total).
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Tampoco hallamos correlacion (p = 0.270) entre el genotipo Cys311Ser del gen
PON2 y la concentraciéon de tHcy (Tabla 25 y figura 76). La concentracién de tHcy varié de
forma graduada entre los diferentes genotipos (Tablas 22-25 y figuras 73-76).

Tabla 25. Genotipo Cys311Ser [rs 7493] del gen PON2 y concentracion media de homocisteina.

Genotipo Cys311Ser PON2 Media n Desviacioén tipica
cC* 13,46 16 4,02
CS 11,81 7 3,73
Total 12,96 23 3,93

*Alelo de referencia; PON2 (paraoxonasa 2); p = 0.270.
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Figura 76. Genotipo Cys311Ser [rs 7493] del gen PON2 y concentracion media de homocisteina. PON2
(paraoxonasa 2); tHcy (homocisteina plasmatica total).

Definimos como positivo el hallazgo de S-Hcy-p cuando objetivamos su presencia en
los homogeneizados vasculares de los fragmentos de AMI en al menos dos
cromatogramas diferentes. Confirmamos la existencia de S-Hcy-p en 66/192 (34,38%) de
los homogeneizados de la AMI analizados. Por el contrario, no identificamos N-Hcy-p en
los homogeneizados de la AMI examinados por los métodos cromatograficos empleados

(Figura 77).
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Figura 77. Anadlisis de la homocisteina unida a proteinas en la arteria mamaria interna. Izquierda.
Calibracion de la pendiente para el calculo de homocisteina (Hcy) empleando hidrocloruro de cisteamina (2-
mercaptoetilamina) como estandar interno (El). Derecha. Cromatograma de la S-Hcy humana unida a
proteinas (S-Hcy-p) en la arteria mamaria interna. Se muestran dos picos entre la Hcy (flecha) y el El.

Aunque detectamos S-Hcy-p en el 34,38% (66/192) de los homogeneizados de AMI
analizados, el nimero de casos representados en las diferentes tablas y figuras, es
sensiblemente menor. Este hecho obedece a que inicialmente nuestro estudio comenzd
con un numero reducido de fragmentos de AMI.

Pese a que detectamos S-Hcy en una considerable cantidad de pacientes, una
proporcion significativa de estas muestras se emplearon en: 1. La determinacién de S-Hcy-
p (y sus comprobaciones). 2. El célculo de las proteinas de las muestras. 3. El analisis del
genotipo. De otro lado, el nimero de pacientes en los cuales obtuvimos simultdneamente
fragmentos de AMI y punches aérticos fue incluso mas reducido. Esto como consecuencia
de la tendencia quirurgica creciente a utilizar injertos arteriales (especialmente de AMI
unilateral y BIMA) y por ende, al uso de técnicas que obvian la anastomosis proximal de
los injertos a la AA durante la CRC, fundamentalmente en pacientes con ATS avanzada de
la aorta (No-touch technique). En este ultimo subgrupo de enfermos, en los cuales

obtuvimos del mismo paciente fragmentos de AMI y punches adrticos, evaluamos la
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expresion de los genes eNOS, iNOS y DDAH2, ademas del grado de metilacién del
promotor del gen DDAH2. Finalmente, como es a bien saber, el analisis de los resultados
obtenidos acarrea la exclusién de los casos perdidos y de los valores extremos (outliers).
Asi mismo, el namero de muestras tanto de AMI como de los pares arteriales
seleccionados (AMI + punches adrticos) en los cuales logramos concretar las valoraciones
propuestas, variaron tanto para una muestra como para un par arterial especifico.

Para ajustar las variaciones en la concentracion de proteinas entre los distintos
homogeneizados vasculares, determinamos el ratio de Hcy (expresado en pmol) dividido
por la concentracion de proteinas (expresada en mg). Evaluamos la distribucion de la Hey
y de la concentracion de proteinas, encontrando que ambas diferian significativamente de
la normalidad (Kolmogorov-Smirnov con la correccion de la significaciéon de Lilliefors: p <
0.05). Por ende, transformamos las puntuaciones por medio de logaritmos (Logqo).
Posteriormente aplicamos Logs, a todas las puntuaciones de Hcy (puntuacion + 0.5).
Realizamos el analisis aplicando Logs, dada la ausencia de normalidad. Empleamos el
ratio de Hcy como la variable dependiente. Transformamos el logaritmo/el ratio de Hcy
obteniendo de esta manera puntuaciones mas cercanas a la normalidad (Kolmogorov-
Smirnov con la correccion de la significacion de Lilliefors: p > 0.05). El valor medio de la
concentracién de S-Hcy-p fue de 16.44 £ 31.5 pmol/L, con un ratio medio ajustado de
38.637 + 6.918 (pmol/mg de proteinas). No observamos relacion entre la concentracion de
tHcy y la concentracion vascular de S-Hey-p (p > 0.05).

La tabla 26 muestra los diferentes genotipos, sus respectivas frecuencias y
porcentajes, el logaritmo del ratio de S-Hcy-p de acuerdo al genotipo, asi como la

frecuencia de S-Hcy-p encontrada en los polimorfismos analizados.
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Tabla 26. Concentracion de S-homocisteina en la arteria mamaria interna y su distribucion por
genotipos

Log del ratio S-Hcy

Genotipo Frecuencia (%) (Media + DT)(” S-Hey-p (%)@

GIn192Arg PON1 (rs 662)
RR* 11(14.1) 2.87+1.7 4(36)
QR 30(38.5) 2.90+1.6 22(73)
QQ 37(47.4) 2.53+1.6 25(68)
Casos perdidos 2(2.5)

Met55Leu PON1 (rs

854560)
LL 39(48.8) 2.32+1.6 22(56)
LM 38(47.5) 2.96+1.6 27(71)
MM 3(3.8) 3.76x2.0 2(67)
Casos perdidos 0

Cys311Ser PON2 (rs

7493)
CcC 9(12) 2.51+1.8 4(44)
CS 26(32.5) 2.36x1.5 13(50)
SS 40(53.5) 2.95+1.6 33(83)
Casos perdidos 5(6.3)

Ala222Val MTHFR (rs

1801133)
TT 11(14.1) 3.64+1.4 7(64)
CT 38(48.7) 2.73x1.7 24(63)
CcC 29(37.2) 2.38+1.5 20(69)
Casos perdidos 2(2.5)

*Alelo de referencia; PON1 (paraoxonasa 1); PON2 (paraoxonasa 2); MTHFR (metilentetrahidrofolato
reductasa); El ratio de S-homocisteina (S-Hcy) se estimé como pmol de S-Hcy unida a proteinas
medido en mg y detectado en al menos dos cromatogramas diferentes del homogenizado vascular de
un determinado fragmento de arteria mamaria interna; @Frecuencia y porcentaje de la concentracion de
S-Hcy unida a proteinas (S-Hcy-p) hallada en un genotipo especifico de los polimorfismos analizados;
DT (desviacion tipica o estandar).

En este subgrupo de individuos en los que detectamos S-Hcy-p en los
homogeneizados de AMI analizados (66/192), no hallamos correlacién con la
concentracion de S-Hcy-p expresada como el ratio en los genotipos GIn192Arg PON1
(Rho =-.101; p = 0. 241) y Cys311Ser PON2 (Rho = .217; p = 0.65). Sin embargo, tanto el
genotipo C677T MTHFR (Rho = -.247; p = 0.040), como el genotipo Met55Leu PON1 (Rho
= .261; p = 0.032) contribuyeron significativamente a la variabilidad de la concentracion de
S-Hcy-p (Tablas 26,27 y figura 78).

En el subgrupo de pacientes en quienes obtuvimos informacién clinica exhaustiva y
tHcy (n = 44), descritos en las tablas 20 y 21, detectamos S-Hcy-p en los homogeneizados
vasculares de AMI en 14 sujetos. En este subgrupo de pacientes, la concentracién media
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de tHcy fue de 12.96 + 3.9 ymol/L. A su vez, los niveles de acido félico se correlacionaron
inversamente con la tHcy (Rho =-0.362; p = 0.04).

Tabla 27. Expresion de S-homocisteina en la arteria mamaria interna y su relacion con los
_genotipos. Modelo del logaritmo aditivo.

Modelo Rho de
Genotipo Alelo de Modglg Log-aditivo Rho de Spearman Jonckheere-
referencia Log-aditivo N Spearman o* Terpstra
p*
GIn192Arg
PON1 RR -.255 .240 -.101 241 244
Met55Leu
PON1 LL 671 .047 .261 .032 .033
Cys311Ser
PON2 cC -.359 .158 217 .065 .055
Ala222Val
MTHER 1T -.560 .045 -.247 .040 .043

PON1 (paraoxonasa 1); PON2 (paraoxonasa 2); MTHFR (metilentetrahidrofolato reductasa); *La
correlacion es significativa a nivel 0.05 (contraste unilateral).

Figura 78. Expresion de S-homocisteina en la arteria mamaria interna y su relacion con el genotipo.
Modelo del logaritmo aditivo. Se presentan los valores originales de la variable ratio (contraste unilateral).
PON1 (paraoxonasa 1); PON2 (paraoxonasa 2); MTHFR (metilentetrahidrofolato reductasa).
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Mediante analisis de regresion lineal empleando pruebas paramétricas, al incluir los
genotipos analizados, estimamos que la contribucién general de los genotipos a la
variaciéon de la concentracion de S-Hcy en los fragmentos de AMI estudiados, fue del 38.3
% (p = 0.007). En el modelo seleccionado, el genotipo GIn192Arg PON1 se excluyé de la

ecuacion:

Logio (Concentracionr) = 1.9875 + 0.974 w aleloy T + 0.942 w alelo

M, en donde;

*es la concentracién de S-Hey en fragmentos de arteria mamario

interna (AMI).

Log es el logaritmo- natural

Lo concentracién de S-Hey es el nivel de S-Hey/Cantidad de

proteinay

Alelos T = 0, 1 6 2, segiu el nwiimero de alelosy T gue tenga el

genotipo
Alelo-M = 1 s el genotipo- MetsSSLew PONL = LM & MM
Alelo-M = O si el genotipo MetSSLew PONL = LL

Por cada alelo de riesgo del genotipo Met55Leu PON1 y del genotipo C677T MTHFR,

se incremento la concentracién de S-Hcy en 0.505 pymol/L (p = 0.025). De igual forma, por
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cada alelo de riesgo de los genotipos Met55Leu PON1, Cys311Ser PON2 y C677T

MTHFR, se aument6 la concentracion de S-Hcy en 0.360 umol/L (p = 0.036) (Figura 79).

Figura 79. Relacion entre la concentracion de S-homocisteina en la arteria mamaria interna y los
genotipos de riesgo. Grafica de la media  la desviacion tipica. DT (desviacion tipica o estandar); ratio (S-
Hcy/Cantidad de proteinas); S-Hcy (S-homocisteina); PON1 (paraoxonasa 1); MTHFR (metilentetrahidrofolato
reductasa).

3. Diferencias en la expresion génica entre los territorios arteriales

Comparamos la expresiéon de los genes eNOS, iINOS y DDAH2, en relacién con los
diversos genotipos y segun la estructura vascular evaluada (AMI versus aorta) (Tabla 28 y
figuras 80-82, respectivamente). La media de la expresion del gen eNOS entre los
diferentes fragmentos arteriales analizados, presenté una elevada correlacion (Rho =
0.619; p = 0.001). Pese a ello, la diferencia no alcanzé significancia (p > 0.05).
Adicionalmente, observamos una discreta disminucion en la media de la expresion del gen
eNOS en los punches adrticos con respecto a la apreciada en los fragmentos de AMI

(Figura 80).
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Tabla 28. Expresion de los genes eNOS, iNOS y DDAH2, segun el genotipo y el territorio arterial
evaluado

Genotipo n (%) AMI AMI AMI Aorta Aorta Aorta
eNOS iNOS DDAH2 eNOS iNOS DDAH2
PON192
RR* 9(24.3) 0.1210.81 0.37+1.09 144493.7 0.27+0.42 -047+0.43 1861136

QR 13(35.1)  0.04x0.83 0.30+0.75 208+131 0.16x0.42 -0.15#0.76 4581475
QQ 15(40.5) -0.14+1.25 -0.02+1.13 266+159 -0.18+£0.48 -0.73+0.57 5164508
Perdidos 3(7.5)

pt 0.147 0.183 0.032 0.011%? 0.096 0.055
PONS55

LL 22(57.9) -.07+1,08  -0.02+1.10 2444168  0.17£0.39  -0.50:0.71  460+473

LM 14(36.8) 0.,11+0,68  0.3620.62 200£110  -0.13+0.55 -0.42+0.61 376434

MM 2(5.3) 0,22+0.64  0.83+1.78 195¢118  0.31+0.53 -0.27 272+187
Perdidos 3(7.3)

p" 0.398 0.129 0.413 0.140 0.191 0.268

PON2

SS 21(58.3) -0.10x0.71  0.22+0.96 181£105  0.05:0.56 -0.28+0.76 343368

CS 10(24.4) 024129  0.01x1.12 246185  0.03:0.43 -0.67+0.36 511585

cc 5(12.2)  -0.12#0.99  0.48+0.91 3074145  0.12#0.30 -0.76+0.57 522425
Perdidos 5(12.2)

p" 0.067 0.227 0.076 0.494 0.013 0.15
MTHFR

TT 7(17.1)  0.34+0.81 0.57+1.12 166+97.8  -0.07+0.43 -0.31+0.35  207+158

CT 20(48.8)  0.07+0.81 0.19+0.53 233+161  0.07+0.40 -0.38+0.71 3824371

cC 11(26.8) -0.36£1.15  -0.09+1.35 271#156  0.14+0.63  -0.68+0.64 675614
Perdidos 3(7.3)

p" 0.246 0.408 0.231 0.069 0.113 0.056

*Alelos de referencia; @Test de Jonckheere-Terpstra; @La correlacion es significativa al nivel 0.05
(contraste unilateral); eNOS (sintasa endotelial del 6xido nitrico); INOS (sintasa inducible del éxido nitrico);
DDAH2 (dimetilarginina dimetilaminohidrolasa 2); AMI (arteria mamaria interna); PON1 (paraoxonasa 1);
PON2 (paraoxonasa 2); MTHFR (metilentetrahidrofolato reductasa). El resultado se expresa como el valor
de la media * la desviacion tipica. eNOS e iNOS transformado = Log10 (eNOS). En caso de que sea 0, se
ha sustituido por el valor 0.001(-3).

El valor medio de la expresion del gen iNOS fue ligeramente inferior en los punches
aorticos con respecto al valor medio observado en los fragmentos de AMI. Esta diferencia
no alcanzo significancia estadistica (Figura 81).

Encontramos diferencia significativa en la expresion del gen DDAH2 entre los
diferentes fragmentos arteriales (AMI versus punches aodrticos) objeto del estudio (Figura
82). Observamos incremento en la expresion del gen DDAH2 en los punches adrticos en
comparacion con los fragmentos de AMI (p < 0.001).

No hallamos diferencias significativas en la expresién de los genes eNOS e INOS en
relacién con los polimorfismos Met55Leu PON1 y C677T MTHFR en los fragmentos de

233



Resultados

AMI, ni en los punches adrticos. No obstante, encontramos que la expresion del gen
DDAH2 parece depender del genotipo C677T MTHFR. Empleando un modelo logaritmico
lineal no paramétrico, la contribucion del genotipo C677T fue significativa (p = 0.036).
Adicionalmente, observamos una expresion graduada del gen eNOS en relacién con la
variante GIn192Arg PON1 (p = 0.011) en los punches adrticos. Apreciamos dicha
contribucién de los genotipos a la variacidén en la expresidén génica en la aorta, pero no en
la AMI.

Si bien no alcanzo la significaciéon estadistica, observamos una graduacién de la
expresion de los genes eNOS y DDAH2 en funcion de los genotipos que codifican la
enzima MTHFR en el umbral de la significacion: p=0.069 y p=0.056, respectivamente

(Tabla 28).

Figura 80. Expresion del gen eNOS en la arteria mamaria interna y la aorta. eNOS (sintasa endotelial del
oxido nitrico); AMI (arteria mamaria interna).
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Figura 81. Expresion del gen iNOS en la arteria mamaria interna y la aorta. iNOS (sintasa inducible del
oxido nitrico); AMI (arteria mamaria interna).

2.000~ p < 0.001
1.500=

1.000—

500 l

Ex resion Relativa (%)

Figura 82. Expresion del gen DDAH2 en la arteria mamaria interna y la aorta. DDAH2 (dimetilarginina
dimetilaminohidrolasa 2); AMI (arteria mamaria interna).
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4. Concentracion de tHcy, S-homocisteina y grado de metilacion del promotor del
gen DDAH2
Determinamos el grado de metilacion de las islas CpG del promotor del gen DDAH2

mediante nMSP (nested Methylation Specific PCR analysis). Figura 83.
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Figura 83. Evaluacion del grado de metilacion de las islas CpG del promotor del gen DDAH2 mediante
nMSP. Curva estandar obtenida después de confrontar la intensidad absoluta de las bandas, con el porcentaje
de DNA no metilado (U-unmethylated) y/o completamente metilado (M-fully methylated). El DNA que se extrajo
de las muestras de la arteria mamaria interna y el DNA de las mezclas de los estandares (mezclados en
diferentes proporciones), se modificaron con bisulfito y posteriormente se amplificaron mediante PCR anidada.
nMSP (nested Methylation Specific PCR analysis). PCR (polymerase chain reaction). DDAH2 (dimetilarginina
dimetilaminohidrolasa 2); DNA (acido desoxirribonucleico).

Observamos correlacion negativa aunque no significativa, entre la tHcy y el grado de
metilacién del promotor del gen DDAH2 en los fragmentos arteriales analizados (AMI
versus punches aorticos). Sin embargo, dicha correlacién se mantuvo en el umbral de la

significacion en los punches aérticos (p = 0.055) (Tabla 29).
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Tabla 29. Correlacion entre tHcy, S-Hcy y metilacion del promotor del gen DDAH2 en la arteria
mamaria interna y la aorta

Clase de homocisteina Grado de metilacion del promotor del gen DDAH2
AMI Aorta

tHecy

Rho" -0.429 -0.714

P 0.198 0.055

N 6 6

S-Hcy-p

Rho 0.486 0.829*

P 0.169 0.021

N 6 10

tHcy (homocisteina plasmatica total); S-Hcy (S-homocisteina); DDAH2 (dimetilarginina
dimetilaminohidrolasa 2); AMI (arteria mamaria interna); S-Hcy-p (S-Hcy unida a proteinas); WRho de
Spearman; *La correlacion es significativa al nivel 0.05 (contraste unilateral).

Cuando comparamos el grado de metilacion del promotor del gen DDAH2 en los
punches aodrticos con respecto a los fragmentos de AMI, la diferencia fue significativa (p =

0.012) (Figura 84).

Figura 84. Metilacion de las islas CpG del promotor del gen DDAH2 en la arteria mamaria interna y la
aorta. Diferencia significativa en el grado de metilacion del promotor del gen DDAH2 entre la AMI y la aorta
(p=0.012). DDAH2 (dimetilarginina dimetilaminohidrolasa 2); AMI (arteria mamaria interna).

No hallamos relacién entre la concentracién de S-Hcy-p y el grado de metilacién del
promotor del gen DDAH2 en los fragmentos de AMI (Tabla 29 y figura 85). Asumiendo que
la concentracion de Hcy-p en los fragmentos aérticos no deberia diferir mas alla que de la

proporciéon de Hcy-p encontrada en la AMI, correlacionamos la Hcy-p de la AMI con el
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grado de metilacién del promotor del gen DDAH2 en los punches aérticos. Encontramos
asociacion positiva y significativa entre la concentracién de S-Hcy-p y el grado de
metilacién del promotor del gen DDAH2 en los punches aérticos (Rho = 0.829, p = 0.021,

n= 10). Esta correlacion se representada en la tabla 29 y la figura 85.

Figura 85. Correlacion significativa entre la S-Hcy-p y el grado de metilacion del promotor del gen
DDAH2 en los punches adrticos. p = 0.018; R? (Coeficiente de correlacion lineal de Pearson); DDAH2
(dimetilarginina dimetilaminohidrolasa 2); S-Hcy-p (S-homocisteina unida a proteinas).

5. Grado de metilaciéon del promotor del gen DDAH2 y expresion de los genes eNOS
y DDAH2

Cuando estudiamos los fragmentos de AMI y los punches adrticos, no apreciamos
relacion significativa entre el grado de metilacién del promotor del gen DDAHZ2 vy la
expresion del gen DDAH2. No obstante, el grado de metilacion del promotor del gen
DDAH2 se correlaciond positiva y significativamente con la expresion del gen eNOS (Rho
= 0.563; p = 0.003). Observamos dicha correlacion en los punches aérticos, pero no en los

fragmentos de AMI (Tabla 30).
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Tabla 30. Correlacion entre el grado de metilaciéon del promotor del gen DDAH2 y la expresion de
los genes DDAH2, eNOS e iNOS, en la arteria mamaria interna y la aorta.

Grado de metilacion del promotor del gen DDAH2 Expresion génica

Gen DDAH2 Gen eNOS Gen iNOS
AMI
Rho" -0.125 0.126 -0.165
p 0.329 0.283 0.226
n 15 23 23
Aorta
Rho 0.235 0.563* 0.246
p 0.209 0.003 0.136
n 14 23 22

Rho de Spearman; *La correlacion es significativa al nivel 0.05 (contraste unilateral); DDAH2
(dimetilarginina dimetilaminohidrolasa 2); eNOS (sintasa endotelial del oOxido nitrico); INOS (sintasa
inducible del 6xido nitrico); AMI (arteria mamaria interna).
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DISCUSION

En el presente estudio, observamos que la estimacion de la S-Hcy-p constituye una
estrategia efectiva en la valoracion del grado de metilacion del promotor del gen DDAH2.
Adicionalmente encontramos que la union de la S-Hcy-p a la pared de la AMI, depende
ademas de la tHcy, de la concentracién de la enzima PON1 (enzima vinculada a la
actividad de las HDL), la cual se encuentra a su vez determinada parcialmente por la
variante Met55Leu del gen PON1. La contribucion relativa de las observaciones descritas
fue menor en los fragmentos de AMI que en los punches aérticos.

Apreciamos que la concentracién de S-Hcy-p en la AMI no se correspondié con la
tHcy. En estudios previos se ha referido que la tHcy se correlaciona débilmente con la Hey
en la pared de la AMI y de la vena safena*?. Nuestros hallazgos en la AMI avalan los
resultados de estos investigadores, quienes sugirieron que la Hcy en la pared vascular se
comporta de forma parcialmente independiente a como lo hace en el plasma. Por el

contrario, Perna y cols.*

, sefialaron que la tHcy y la S-Hcy-p se correlacionan en los
pacientes urémicos y en los controles.

En nuestro estudio no hallamos N-Hcy-p en los homogeneizados de AMI. Debido a
que la ausencia de N-Hcy-p en la AMI ha sido ciertamente sorprendente, consideramos
pertinente exponer diferentes planteamientos que expliquen dicho hallazgo:

1. Es probable que la concentracion de N-Hcy-p en la AMI estuviese por debajo del
umbral de deteccién cromatografico, mas que una falta real de N-Hcy-p, debido a la
escasa cantidad de tejido de AMI disponible. Se ha descrito que la Hcy-T se detecta en el
plasma humano en concentraciones ~30 veces mas bajas que la tHcy.

2. El empleo de agentes reductores como la frifenilfosfina (TPP) y el DTT, puede

haber contribuido a la falta de deteccién de N-Hcy-p en la AMI.
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3. Sin embargo, al margen de las anteriores observaciones, consideramos que la falta
de N-Hcy-p en la AMI esta relacionada con el incremento de su plasticidad homeostatica,
lo que evitaria la unién de la S-Hcy-p a la pared vascular.

4. Ya que en nuestro estudio la concentracion de S-Hcy-p se correlacioné
significativamente con los genotipos C677T MTHFR y Met55Leu PON1, es factible que
estas variantes favorezcan la union de la S-Hcy-p a la pared vascular.

Hallamos relacion entre el grado de metilacion del promotor del gen DDAH2 y la S-
Hcy-p en los punches aodrticos, pero no en los fragmentos de AMI. No obstante, la S-Hcy-p
no se correlaciond con la expresion del gen DDAH2 en ninguno de los territorios
analizados (AMI y punches adrticos). Si bien, el genotipo C677T MTHFR contribuyd
significativamente a la expresion del gen DDAHZ2 en los fragmentos de AMI. De otro lado,
el grado de metilacién del promotor del gen DDAH2 no se correspondié con la expresion
del gen DDAH2 en ninguno de los territorios arteriales evaluados. A diferente grado de
metilacién del promotor del gen DDAH2, la correlacién con la expresion del gen eNOS en
los punches aodrticos fue negativa, pero esta fue positiva en los fragmentos de AMI. Por
otra parte, la tHcy se relacioné positivamente con la expresion del gen eNOS, tanto en los
fragmentos de AMI como en los punches aérticos.

Teniendo en cuenta estos hallazgos, consideramos que la S-Hcy-p, mas que la tHcy,
constituye un mejor parametro del grado de metilacion del promotor del gen DDAH2.
Asimismo, el andlisis de los datos sugiere un mecanismo que relaciona la S-Hcy-p, el
grado de metilacién del promotor del gen DDAH2 y la expresion del gen eNOS, el cual
parece ser independiente de la via DDAH2/ADMA/eNOS/NO’. Este mecanismo contribuye
a explicar la discrepancia de los hallazgos encontrados entre la aorta y la AMI, en la que
estos cambios parecen ser menos relevantes. La relaciéon descrita entre la S-Hcy-p y el
grado de metilacién del promotor del gen DDAH2 (a concentraciones fisiologicas de Hcy),

no habia sido reportada previamente in vivo. Dicho hallazgo ha sido observado in vitro,
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exclusivamente al exponer las células a elevadas concentraciones de Hcy?. El hecho de
haber encontrado correlacion entre S-Hcy-p y el grado de metilacion del promotor del gen
DDAH2 en ausencia de alteraciéon de la expresion del gen DDAH2, justifica su
independencia de la via DDAH2/ADMA/eNOS/NO" y sugiere la participacion de otros
genes como el gen DDAH1, el cual regula la concentracion plasmatica de ADMA, como se
demostré recientemente®>*.

Existen diferentes argumentos que explican la asociacion descrita entre el grado de
metilacién del promotor del gen DDAH2 y la expresion del gen eNOS con independencia
de la expresion del gen DDAH2. En primer término, nuestro estudio presenta algunas
limitaciones. El pequefio tamafio de la muestra pudiese explicar la ausencia de correlacién
por si misma, en concordancia con otros determinantes transcripcionales no evaluados. Se
ha descrito en estudios in vitro, que en condiciones de HHcy (tHcy >100umol/L) la
metilacion del promotor del gen DDAH2 disminuye la expresion del gen DDAH2, con el
consecuente incremento de ADMA?. Incluso, en condiciones de HHcy, diferentes autores
han reportado hallazgos contradictorios. La exposicion a concentraciones de Hcy por
encima de 100umol/L disminuye la produccion de NO’, con independencia de los niveles
de ADMA o de la expresion del mMRNA de los genes DDAH1 o DDAH2. Estos hallazgos
sugieren que la ADMA no es el principal mediador de la disfuncion del endotelio vascular
promovida por la HHey in vivo?®. En segundo lugar, existen otros mecanismos que pueden
explicar la relacién entre el grado de metilacion del gen DDAH2 y la expresion del gen
eNOS, independientemente de la expresiéon del gen DDAH2.

Nuestros resultados avalan la hipétesis de que la Hcy a concentraciones fisioldgicas
ejerce un efecto directo sobre la via de la sefializacion DDAH2/ADMA/eNOS/NO".

Stiihlinger y cols.™*

, observaron que en las células endoteliales bovinas sometidas a
concentraciones de Hcy equivalentes a la encontrada en la HHcy moderada (30 pmol/L), la
exposicion a diferentes concentraciones de DL-Hcy, se relacionaba de forma dosis
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dependiente con incremento de ADMA y disminucién de la actividad de las DDAH. Estos
autores, observaron que la Hcy no modificaba la expresion del gen DDAH1. Aunque los
investigadores no evaluaron los efectos de la Hcy sobre las diferentes isoformas de las
DDAH, concluyeron que la Hcy inducia cambios en la expresion del gen DDAH2. Sin
embargo, la reciente caracterizaciéon de una cepa murina con deficiencia en la expresion
del gen DDAH1, ha dejado en evidencia que la enzima DDAH1 es esencial en el
metabolismo de la ADMA y de la L-NMA in vivo; a diferencia de la enzima DDAH2, a la
cual no se le ha atribuido actividad en la degradacién, ni de la ADMA, ni de la L-NMA**.
Por consiguiente, la accién que hemos atribuido a la concentracion de S-Hcy-p en la
expresion del gen eNOS, pudiera ser explicada por mecanismos no evaluados que actuan
mas sobre el gen DDAH1, que sobre el gen DDAH2.

En el actual trabajo, el polimorfismo C677T MTHFR surge como marcador de la
expresion del gen DDAH2 de forma independiente a la concentracion de S-Hcy-p. Sohn y

cols.%

, en estudios realizados tanto in vivo, como in vitro, sugirieron que el impacto
funcional de la variante C677T MTHFR se hace manifiesto exclusivamente cuando
coexisten bajos niveles de folatos. No obstante, diferentes investigadores han reportado
hallazgos contrapuestos y grados de metilacién especificos en ciertas células, que no
guardan relacion con la concentracion sérica de folatos. Nuestros resultados sugieren que
la variante C677T actua como marcador de la expresion del gen DDAH2, con
independencia parcial de su ya reconocida alteracion de la actividad de la enzima MTHFR,
en concordancia con las observaciones expuestas por estos investigadores.

Concurren suficientes evidencias en la literatura que avalan la HHcy como FR
independiente en la aterogénesis™. Los beneficios de la terapia de la HHcy ratifican la
importancia de la valoracion de la Hcy en la practica clinica. Pese a ello, la relevancia

clinica de diferentes formas de Hcy que pudiesen estar involucradas en la génesis de

diversos procesos homeostaticos del organismo, se desconoce. Algunos estudios han

246



Relevancia de polimorfismos génicos y la S-homocisteina en la epigénesis en arteria mamaria interna y aorta

mostrado que tanto la Hcy reducida, como la Hey en su forma mas perjudicial (la Hcy-T),
alteran la coagulacion sanguinea, la fibrindlisis y la actividad bioldgica de las plaquetas'”®.
Debido a que la Hcy-T constituye quimicamente un compuesto altamente reactivo, la Hcy-
T reacciona rapida y avidamente con el grupo amino-¢ de los residuos de lisina de las
proteinas, conformando amidas mas estables como las homocistamidas o las N-Hcy-p.

El proceso de N-Hcy-p ha sido documentado en diversas proteinas'’. Si bien, no todas las
proteinas plasmaticas se encuentran homocisteiniladas. Por ejemplo, no se ha encontrado
N-Hcy-p en la prealbumina del plasma humano inclusive en pacientes con HHcy, aunque

esta proteina contiene siete residuos de lisina**®

. Algunos estudios han reportado falta de
N-Hcy-p inclusive en presencia de una proporcion representativa de S-Hcy-p en varias
proteinas plasmaticas*?, entre ellas en la Apo-B de las LDL**®. También se ha descrito
que la S-Hcy-p incrementa la aterogenicidad de las lipoproteinas®®.

Existe creciente interés hacia la caracterizacion de las proteinas S/N
homocisteiniladas como marcadores biolégicos de las ECV. Encaminados hacia este
proposito, evaluamos el grado de alteracion de las proteinas de la pared vascular en
fragmentos de AMI y aorta extraidos de pacientes con HHcy leve, a quienes se les realizé
CRC. Dos estructuras vasculares estas, cuya historia natural ha evidenciado
predisposicion contrapuesta al desarrollo de ATS, propia de la aorta y las arterias
coronarias, pero “ajena” a la AMI. Una estructura vascular fragil en su apariencia
macroscoépica, que contrasta con su reconocida resistencia intrinseca a la ATS y que ha
mantenido absortos a cirujanos y cientificos por décadas.

Los vasos sanguineos humanos difieren en su predisposicién a la ATS®*%, Indagando
acerca de los mecanismos que justifican la inmunidad relativa de la AMI frente a la
aterogénesis, algunos autores han contrastado la reactividad de la pared vascular y la
expresion génica de la AMI con la de la vena safena*”’. La resistencia a largo plazo de los

injertos de AMI a la ATS, en comparacioén con los injertos de vena safena, ha sido atribuida
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al menos en parte, a su mayor actividad endotelial*®®. Asimismo, diferentes investigadores
han propuesto una serie de argumentos para aducir la resistencia de la AMI a la ATS
(Tabla 15).

En la presente monografia, concluimos que la Hcy unida a la pared vascular, presenta
un comportamiento diferente al de la tHcy. En la AMI, las caracteristicas de unién de la S-
Hcy a la pared vascular parecen depender de los genotipos C677T MTHFR y Met55Leu
PON1. La ausencia de N-Hcy-p en la AMI y su menor afectacion en el grado de metilacion
inducida por la Hcy con respecto a los punches adrticos analizados, sugiere que en la AMI
existe una regulacion mas precisa del proceso homeostatico. Asimismo, cuando
comparamos los diferentes territorios arteriales, concluimos que la variante C677T MTHFR
se asocia a mayor grado de metilacién celular tejido-especifica. Adicionalmente, en los
fragmentos adrticos evaluados, el grado de metilaciéon y los cambios en la expresion del
gen eNOS, parecen ser al menos parcialmente independientes de Ila via

DDAH2/ADMA/eNOS/NO".
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PERSPECTIVA “TRASLACIONAL”

1. Medicina e investigacion “traslacional”

Actualmente se asume que la investigacidn es una actividad predominantemente
colectiva*®’, por consiguiente, los esfuerzos cooperativos representan una forma de trabajo
que permite el avance cientifico. Esto es asi en todas las disciplinas biomédicas y también
en la practica médica, nuestro campo de accién. El trabajo en equipo, la difusion de la
informacioén y por lo tanto del conocimiento, involucra a los profesionales y a los receptores
del cuidado médico, representando el ciberespacio un medio idéneo para la comunicacion
y el intercambio®*®**°. En los Gltimos afios, se ha tratado de que este espiritu colaborativo
se convierta en el enfoque primordial de la investigacion actual.

La brecha que separa la investigacion biomédica basica (fundamental) y la aplicacion
clinica, se acrecienta dia a dia. A pesar de la expansion en el conocimiento de los
procesos bioldgicos, estos no se traducen en nuevas terapias. En el ambito académico,
tampoco se explica porque el conocimiento adquirido en la investigacién en ciencias
basicas, ha tenido tan escasa repercusion en la clinica. Los trabajos realizados en
animales de experimentacion, los estudios in vitro y los ensayos clinicos, no reflejan los
acontecimientos reales de los pacientes, de tal modo que prevean con certeza, la eficacia
y la seguridad de las nuevas terapias. La aplicacién de los ultimos conocimientos
cientificos en la practica clinica, debe entenderse como una nueva forma de investigacion,

»460

a la que se ha denominado investigaciéon “traslacional”™”, con un objetivo tan simple de

definir, como dificil de conseguir: “facilitar la transicion de la investigacion basica (animal e

in vitro), en aplicaciones que redunden en beneficios de la salud”**4%2.
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Hoy en dia es ineludible que los profesionales de las ciencias de la salud asuman una
vision amplia y moderna de la investigacién fundamentada en aquellas nociones que les
permitan aplicar los conocimientos de las ciencias basicas (fundamentales), vis a vis, en
beneficio de los enfermos y con mira a la medicina individualizada. EI compromiso del
Sistema Nacional de Salud (SNS), a través de sus diferentes administraciones, es vital en
la promocion de proyectos de investigacion y el fomento de grupos multidisciplinarios de
investigacion “traslacional” en los hospitales. Reciprocamente, desde estas instituciones la
actividad investigadora exige e incita a la administracion a trabajar a su lado, facilitando los
medios y la formacién en esta disciplina. El esfuerzo en equipo permite que la comunidad
se favorezca de los avances cientificos y que bilateralmente, desde la practica clinica se
desplieguen iniciativas cientificas innovadoras en la asistencia a los ciudadanos, tanto en
la salud como en la enfermedad. En definitiva, nuestro compromiso como profesionales de
las ciencias médicas, es obtener de la investigacion un beneficio tangible para la sociedad.
Sin el impetu permanente de los cientificos, por el ahinco en el conocimiento y en la

aplicacion de sus logros en la reyerta contra las enfermedades, el SNS no avanzaria.

2. Investigaciéon fundamental (basica) e investigacion clinica

Durante décadas se han hecho esfuerzos para unir estas dos vertientes del espectro
(investigacion basica e investigacion clinica) y lograr transformar los hallazgos del
laboratorio en terapias cada vez mas eficientes. Diferentes instrumentos procedentes de la
investigacion basica se vienen abriendo frente en la medicina cardiovascular moderna.

463

Entre estas herramientas se cuentan: la farmacogendémica™”, los nuevos biomarcadores,

las revolucionarias técnicas de imagen, la terapia génica y la epigenémica®%.
La investigacion basica ha evolucionado considerablemente en los ultimos afos y se
encuentra capacitada para dar el paso; “from bench to bedside”, hacia la medicina e

investigacion “traslacional”’. Sin embargo, es perentoria una comunicacion fluida y
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permanente entre la investigacion basica y la investigacién clinica, para que se pueda
llevar a buen término, una investigacion “traslacional” real y efectiva. La necesidad de
sortear esta dificultad, es sustancialmente apremiante en la medicina cardiovascular,
debido a la enorme trascendencia de las ECV. La medicina “traslacional” esta por lo tanto
dirigida a amortizar en beneficio social, médico y econdmico, todo el esfuerzo dedicado a
la investigacion basica preclinica®®. Este fue el objetivo que dio lugar en los EE.UU, a la
iniciativa Critical Path de la FDA (Food and Drug Administration) y a la reorientacién de la
financiacion de los NIH (National Institutes of Health) hacia los centros de medicina
“traslacional™*®*4®.

Las entidades que integran la investigacion basica y clinica a nivel asistencial, son las
instituciones idéneas para realizar investigacion “traslacional’*®®*®’. En consecuencia, la
investigacion “traslacional” no puede efectuarse en los departamentos de las
universidades, ni en los centros dedicados exclusivamente a la investigacion, ya que en
estas entidades, la investigacion clinica no se desarrolla plenamente por adolecer de
centros hospitalarios. En Espafia, existen pocos grupos que hacen investigacion
“traslacional” en la propia institucion, ademas de ser insuficientes y estar dicha actividad
concentrada en tépicos muy selectos. El deseo de mejorar la investigacién “traslacional”
ha dejado en evidencia grandes dificultades en esta interfase. Al igual que en otros retos
de la ciencia, la clave que abre las puertas al éxito de la investigacion “traslacional”, esta
en el perfeccionamiento de los métodos y en la idoneidad de los sistemas que permitan

aproximar el salto: “from bench to bedside™*%*¢2,

3. Investigacion cardiovascular “traslacional”
La investigacion cardiovascular “traslacional” incorpora este nuevo modelo de
investigacion, en el que se pondera la estrecha colaboracion entre los investigadores en

ciencias basicas y los investigadores nacionales e internacionales del ambito clinico, a
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mas de la implementacion de una red de centros clinicos que permitan que el
conocimiento adquirido, se transforme de manera eficiente en beneficios de salud reales
para la sociedad (Figura 86). La excelencia en este campo requiere, por tanto, un contacto

permanente con los centros en los cuales se realiza la practica clinica diaria*®’.

Figura 86. Investigacion cardiovascular “traslacional”. La esencia de la investigacion biomédica, es la
transferencia del conocimiento generado en los laboratorios de investigacion basica, hacia el
perfeccionamiento de la practica medica diaria y reciprocamente, desde la clinica hacia el estimulo de la
investigacion sobre las inquietudes cientificas generadas en los centros asistenciales.

En el ambito cardiovascular, la necesidad de aproximar la investigacion basica y
clinica, surgié recientemente con los primeros estudios que validaban nuevos tratamientos
bioldgicos en la practica clinica*®®. No obstante, a pesar del ingente esfuerzo realizado en
las ultimas décadas, siguen existiendo limitaciones substanciales en el estudio de las ECV,

|56

por lo que se viene imponiendo este nuevo enfoque conceptual™. Durante el ultimo lustro,

la incursion de la terapia celular, ha promovido un nexo indispensable entre clinicos,
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bidlogos, bioquimicos y diferentes profesionales de las ciencias de la salud*®. En esta
senda, son tres los artifices del avance de la biomedicina, hacia los tratamientos
individualizados: pacientes, clinicos e investigadores. Este animo colaborativo, constituye
el enfoque primordial de la investigacién cardiovascular actual. Pese a ello, el vinculo
entre la medicina clinica y la investigacion basica sigue siendo precario. En Espafia, en los
ultimos afios, la puesta en marcha del Centro Nacional de Investigaciones

467,468

Cardiovasculares (CNIC) , a través de la iniciativa del Instituto de Salud Carlos [11*®°, el

frenesi de la Fundacion Jiménez Diaz y de las diferentes Redes Tematicas de

Investigacién Cooperativa en las ECV*%4""

, representan una clara postura en esta
direccion?®.

Nuestra comprension de la ATS, demanda el abordaje de diversos aspectos, como los
estudios epidemiolégicos, los trabajos de investigacion en ciencias basicas y los ensayos
clinicos. En la investigacion basica, se ha progresado considerablemente en el analisis
molecular de los determinantes genéticos de gran niumero de procesos, sus interacciones,
los mecanismos relacionados con la transcripcion génica, las vias de sefalizacidon
molecular, los mecanismos moleculares implicados en el estado funcional de la cromatina
y su contribucion al entendimiento de las enfermedades (epigendémica). Informacién ésta,
que ha de proporcionar nuevas evidencias en el desarrollo y la funciéon de diferentes
érganos y sistemas.

En el contexto de la ATS, ademas de la complejidad afadida que implica la
integracion y el abordaje de todos estos aspectos, la mayor dificultad estriba en su
aplicacién en la practica clinica diaria. La busqueda de FRECV no convencionales y de los
determinantes genéticos que subyacen a la EC, son cruciales en la investigacion de
nuevos nexos con la enfermedad aterosclerética'®'”’. Las alteraciones genéticas suceden

paulatinamente, lo cual contrasta con el dinamismo del epigenoma, el cual se ve afectado

por diferentes aspectos del desarrollo y del entorno, al que estd expuesto sucesivamente
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el organismo®’3*®_ Los fendmenos epigenéticos son criticos en la expresién de los genes
involucrados en la aterogénesis®*3%°. La alteracién de la expresion de ciertos genes, mas
que los fenémenos mutacionales, inducen y establecen la evolucién de las ECV®. Por
consiguiente, nuestra habilidad para controlar la expresiéon de estos genes y las dianas
especificas de algunos tipos celulares, permitiran mejorar nuestra comprension del
proceso aterosclerético. Es inexcusable profundizar en la comprensién de tan complejo
escenario. La respuesta de los genes, asi como la regulacion, la actividad y la funcién de
las proteinas, pueden ser modificadas. Debido a la reversibilidad del proceso epigenético y
a que las proteinas son esenciales en este proceso, las proteinas constituyen blancos
potenciales en las intervenciones farmacoldgicas y de prevencion®®®.

Persuadidos de la influencia que ciertos fendmenos epigenéticos presentan en la
génesis y evolucion de la enfermedad aterosclerética, nuestra aportacion en la busqueda
de nuevos FRECV, favorece el avance del conocimiento, en la medida que pretende
esclarecer la causalidad de la Hcy como FR modificable en la ATS, contribuyendo asi a
mejorar nuestra comprension sobre el desarrollo de la placa ateromatosa en la practica
clinica. Consideramos que en este aspecto se circunscribe nuestro trabajo y su relevancia
traslacional.

El empleo de la AMI constituye un reconocido y acreditado indicador de calidad en la
CRC***¥_El registro nacional del corazén (National Cardiac Database, NCD) de la STS?,
refleja que los cirujanos emplean al menos una AMI en ~92.4% de los enfermos, mientras
que utilizan BIMA, exclusivamente en el 4% de los pacientes en la CRC, siendo esta
tendencia creciente en el tiempo. Con todo ello, un nimero considerable de pacientes con
EC aun no se benefician de los injertos de AMI en la CRC, pese a la contundencia de la
evidencia. Existe certeza adicional respecto de la infrautilizacion de la AMI (en la CRC) en
el género femenino, en los pacientes de raza negra y en los pacientes de la tercera edad,

si bien no existe evidencia cientifica alguna que condicione el menoscabo para que se
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favorezcan de la AMI en la CRC; y/o que se aluda en la literatura y/o en la practica clinica
y/o quirurgica, a mayor incidencia de complicaciones como consecuencia del empleo de la
AMI en la CRC en estos subgrupos poblacionales.

Derivado de nuestro presente trabajo, conceptuamos que la mayor plasticidad
homeostatica de la AMI, modulada a través de la metilacion celular tejido-especifica
(regulada por mecanismos epigenéticos), ademas de representar un hallazgo novedoso en
la comprensién de su resistencia innata a la aterogénesis, constituye a su vez una
aportacioén traslacional que consolida el alcance de la AMI como injerto vascular autélogo
en los pacientes con EC candidatos a CRC®"' (Tabla 16). En este aspecto, nuestro
planteamiento frente al acicate en el empleo de la AMI durante la CRC es contundente y

coincidente con el de la comunidad cientifica internacional****%".
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LIMITACIONES DEL ESTUDIO

El actual trabajo presenta ciertas limitaciones. En primer término, el tamafo de la
muestra obtenido resultd ser inferior al esperado. Brevemente, afirmar que en el disefio del
estudio y el tamano muestral, establecimos como exigencia la cumplimentacion del
consentimiento informado especifico, a mas de satisfacer una serie de criterios de
inclusion, entre los que destacamos singularmente como requisito sine qua non, aquellos
pacientes en quienes se empleé la AMI (al menos una AMI) y no otro injerto, en la cirugia
de revascularizacion coronaria. A dicha acotacién, que por ende significé excluir pacientes
del estudio, se afadio la restriccion propia de la logistica que conlleva la obtencion de
dichos fragmentos, como: la coordinacion entre el personal, las condiciones de
conservacion de las muestras y del traslado de las mismas, ademas de la idoneidad del
fragmento obtenido, entre otros factores. Como consecuencia, un namero significativo de
pacientes se excluyo finalmente del estudio.

Senalar adicionalmente que sobre una misma muestra se realizaron diversas
determinaciones. Por consiguiente, se requeria una cantidad suficiente de tejido que
permitiese la extraccién de DNA, RNA y proteinas totales. Esto no siempre fue posible, lo
que se tradujo en que en ocasiones no logramos obtener correlacion entre las variantes
polimérficas analizadas y los fenotipos evaluados. Particularmente y como sefialamos en
la discusion, la ausencia de N-homocisteinilacion observada, pudiera deberse entre otras
causas, a este hecho. De forma similar, la comparacién a pares entre los territorios
arteriales (AMI vs aorta) se realiz6 en un pequefio numero de pacientes en los que
obtuvimos simultaneamente fragmentos de AMI y aorta (punches adrticos).
Concretamente, la determinacién y analisis de los punches aérticos no siempre fue posible

por las caracteristicas propias del fragmento.
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CONCLUSIONES

La uniéon de la homocisteina (Hcy) a las proteinas de la pared vascular ejerce un
efecto deletéreo que difiere en su capacidad lesiva, dependiendo del tipo de enlace (amino
o disulfuro) que se establezca.

1. En fragmentos de AMI provenientes de pacientes intervenidos de CRC detectamos
pequenas cantidades de Hcy unida a proteinas mediante puentes disulfuro (S-Hcy-p), lo
que sugiere una mayor capacidad defensiva de la AMI (frente a otros tipos arteriales) ante
concentraciones elevadas de Hcy.

2. En consonancia con la afirmacion precedente, la ausencia de N-Hcy-p en la AMI
pudiera justificarse por su mayor plasticidad homeostatica.

3. Las variantes rs1801133 del gen MTHFR y rs854560 del gen PON1 afectan
funcionalmente a sus genes respectivos. Observamos que la concentracién de S-Hcy-p se
asocio con los genotipos de riesgo de ambas variantes. Evidenciamos ademas una
gradacién por genotipos de acuerdo a la concentracion media de S-Hcy-p. De acuerdo
con ambas observaciones cabria concluir que los genotipos de riesgo se asocian con una
mayor probabilidad de union de la Hey a las proteinas de la pared vascular.

4. En este trabajo se observé in vivo que la concentracion de S-Hcy-p, pero no la de
tHcy, se correlaciond con el grado de metilacion del promotor del gen DDAH2 en los
fragmentos adrticos, pero no en los fragmentos de AMI. Sin embargo, el grado de
metilaciéon del promotor del gen DDAH2 no parece contribuir significativamente a las
variaciones en la expresion del gen DDAH2.

5. La evaluacién conjunta de la expresion génica, el grado de metilacion del gen

promotor del DDAH2 y los metabolitos analizados, sugiere la independencia de las
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modificaciones por metilacion inducidas por la Hcy a concentraciones fisiologicas, en la via

de la sefializacion DDAH2/ADMA/eNOS/NO".
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CONCLUSIONS

1. In internal mammary artery (IMA) short fragments collected from men and women
undergoing coronary artery bypass surgery (CABG), we have found a small rate of Hcy-S
incorporated proteins (Hcy-S-p) levels. It suggests an IMA strong capacity among
atherosclerosis in hyperhomocysteinemia conditions.

2. In accord to the precedent paragraph, the IMA N-homocysteinylation absence
reveal a more precise regulation of the homeostatic process. However, it might be related
to an increased IMA homeostatic plasticity which also helps to block Hcy-S-p binding.

3. The Pon1 Leu55Met (rs 1801133) and MTHFR 677T (rs854960) gene
polymorphisms seems contribute to the vascular wall Hcy-S-p binding properties.
Moreover, comparison between territories led as to conclude that C677T variant associates
with tissue-specific methylation modifications.

4. We found (in vivo) a correlation between methylation rates at the DDAH2 gene
promoter and the Hcy-S-p levels (rather than tHcy) in punch aortic fragments, but not in
IMA fragments. However, DDAH2 methylation patterns were unrelated to DDAH2 relative
gene expression values in the analyzed territories.

5. Gene expression, DDAH2 gene promoter methylation degree and assessed
metabolites suggest a mechanism that links physiological Hcy concentrations with
promoter DDAH2 methylation modification and eNOS expression variations that seem to

be independent to the DDAH2/ADMA/eNOS/ NO' signalling pathway.
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APORTACIONES ORIGINALES

Describimos por primera vez, la relacion entre la S-Hcy-p y el grado de metilacion del
promotor del gen DDAH2 in vivo, a concentraciones fisiolégicas de Hcy. Esta correlacion
habia sido reportada previamente exclusivamente in vitro. Igualmente, aludimos como
resultado de nuestro estudio, que la mayor plasticidad homeostatica de la AMI a través de
la expresion génica diferenciada mediada por mecanismos epigenéticos (metilacién celular
tejido-especifica), contribuye decisivamente a explicar la resistencia de la AMI a la
aterogénesis.

Al margen de dichas aportaciones, consideramos pertinente mencionar posibles
campos de investigacion relacionados:

1. Profundizar en los mecanismos bioldgicos que subyacen a la labilidad vascular y a
los factores implicados en la proteccién de los vasos sanguineos frente a la ATS,
especialmente de aquellas circunstancias que justifican la resistencia intrinseca de la AMI
a la aterogénesis.

2. Ahondar en el estudio de los FRECV, mas alla de los FR clasicos.

3. Trasladar los conocimientos de la investigacion fundamental (ciencias basicas) a la
practica clinica diaria, mediante la investigacion cardiovascular “traslacional” real y
efectiva.

4. Sugerir nuevas vias de estudio que contribuyan a la evidencia cientifica de la ATS y

la EC.
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FUTURAS LINEAS DE INVESTIGACION

Consideramos perentorio avanzar en el aprendizaje de los siguientes items, entre
otros:

1. Mecanismos moleculares que involucran la Hcy como FR en las ECV de origen
aterosclerético.

2. Estudios clinicos prospectivos randomizados y de asociacién de gendmica que
establezcan la relacién de causalidad entre la Hcy y la ATS, al demostrar que la reduccion
de Hcy, disminuye a su vez el riesgo cardiovascular.

3. Otros mecanismos mediante los cuales la HHcy altera el endotelio vascular.

4. Evaluar si los productos metabdlicos derivados de la oxidacion de la Hcy, entre
ellos la Hey-TL, son mejores indicadores del riesgo cardiovascular que la tHcy per se.

5. Profundizar en el estudio de los mecanismos moleculares implicados en la
interrelacion HDL-PON que permitan vislumbrar nuevas estrategias en la prevencién y
tratamiento de las ECV.

6. Inquirir sobre los determinantes genéticos y no genéticos de la actividad PON que
contribuyan a explicar las diferencias individuales observadas en el status de la enzima
PONT1.

7. Efectuar estudios prospectivos amplios que ayuden a determinar la inconsistencia
entre los polimorfismos de la region del promotor del gen PON1 y la EC.

8. Elaborar estudios de los polimorfismos de los genes PON con mayor participacion
de mujeres en la cohorte objeto del estudio para evaluar su diferencia por género y su
relacion con la EC.

9. Efectuar trabajos que evallen la correlacidon entre los polimorfismos de los genes

PON2, PON3 y la EC.
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Futuras lineas de investigacion

10. Interaccion ADMA-NO’ en los vasos sanguineos y su relevancia como marcador
del riesgo cardiovascular.

11. Estudio de las vias epigenéticas implicadas en la génesis de las ECV
ateroscleréticas, verbigracia la EC.

12. Desentranamiento del epigenoma en la célula aterosclerética, en el endotelio
vascular distorsionado por la placa de ateroma y en los epigenomas de las diferentes
lineas celulares que conforman la red de los vasos sanguineos del organismo.

13. Desenmascaramiento de los componentes en el adecuado engranaje del puzle
Hcy-SAH-metilacion-ATS.

14. Comprensién de la HHcy y sus implicaciones en la via DDAH/ADMA/NOS/ NO".

15. Umbral minimo de Hcy proaterogénica que permita seleccionar mas
adecuadamente los individuos que se benefician del aporte exdgeno de folatos y de
vitaminas del complejo B.

16. Determinar las indicaciones del aporte de folatos en los individuos con HHcy
leve/moderada, asi como del beneficio de dicha pauta en la prevencién primaria y
secundaria de las ECV en personas con Hcy plasmatica en rango fisioldgico.

17. Efectuar estudios que aporten resultados mas categéricos, al evaluar la
intervencion del aporte de folatos sobre la concentracion de Hcy, asi como de su
repercusion en la prevalencia de las ECV.

18. Estudios de intervencién sobre la Hcy en el desarrollo de eventos vasculares en
pacientes con IRC y alteracion moderada del aclaramiento de creatinina.

19. Factores que regulan la sintesis de Hcy-T y su reactividad hacia las proteinas.

20. Relacion entre la concentracion de Hcy-T y las N-Hcy-p en condiciones
patolégicas.

21. Actividad HTasa de las enzimas PON2 y PON3.

22. Proceso intracelular de N-Hcy-p in vivo en los humanos.
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ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

A Adenosina

ABCG-1 Receptor ATP-binding cassette, sub-family G (WHITE), member 1
ABCG-4 Receptor ATP-binding cassette, sub-family G (WHITE), member 4
ACC American College of Cardiology

ACQA Ambulatory Care Quality Alliance

ACTP Angioplastia coronaria transluminal percutanea
ACV Accidente cerebrovascular

A Adenosina

AA Aorta ascendente

ADMA Dimetilarginina asimétrica

ADA Arteria descendente anterior

AHA American Heart Association

AHEAD Alliance for the Human Epigenome and Disease
Ala Alanina

AMI Arteria mamaria interna

ANG I Angiotensina Il

ApoA-I| Apolipoproteina A-l

ApoA-II Apolipoproteina A-II

apoB Apolipoproteina B

apoE Apolipoproteina E

apoE-/- knockout para apoE

apoE/PON1-/- knockout para apoE/paraoxonasa 1

Arg Arginina

ATB Aterotrombosis

ATP Adenosintrifosfato

AT1-R Receptor tipo 1 de la angiotensina |l

ATS Aterosclerosis

BCP Bypass cardiopulmonar

BH. Peroxinitrito

BH, Tetrahidrobiopterina

bHcy Hcy unida a proteinas

BIMA Arteria mamaria interna bilateral (bilateral internal mammary artery)
BHMT Betaina homocisteina metiltransferasa

BLH Bleomicina hidrolasa

C Citosina

CAC Calcificacién de las arterias coronarias

CAMs Moléculas de adhesion celular

CAM-1 Molécula de adhesién celular 1

CAT Aminoacidos catiodnicos

CBS Cistationa B sintasa

CCN Células de la cresta neural

CCS Canadian Cardiovascular Society
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Abreviaturas y acronimos

cDNA DNA complementario

CE Células endoteliales

CEC Circulacién extracorpérea

CEOH Hidroxidos de ésteres de colesterol

CEOOH Esteres de colesterol peroxidados

CETP Proteina de transferencia de ésteres de colesterol
CH3; Grupo metil

CNIC Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares
CpG Nucleétidos pareados de citosina y guanina del genoma
CRC Cirugia de revascularizacion coronaria

Cys Cisteina

DDAH Dimetilarginina dimetilaminohidrolasas

DDAH1 Dimetilarginina dimetilaminohidrolasa 1

DDAH2 Dimetilarginina dimetilaminohidrolasa 2

DLP Dislipemia

DM Diabetes mellitus

DMR Dominios de cromatina con metilacion diferenciada
DNA Acido desoxirribonucleico

DNMT Metiltransferasas del DNA

DNMT1 Metiltransferasa del DNA 1

DNMT3A Metiltransferasa del DNA 3A

DNMT3B Metiltransferasa del DNA 3B

DOHaD Developmental Origins of Health and Disease
dsRNA double-stranded RNA

DTT Ditiotreitol DTT

DKO Doble knockout

EBCT Electrom beam computed tomography.

EC Enfermedad coronaria

ECV Enfermedades cardiovasculares de origen aterosclerético
EDRF Endothelium-derived relaxing factor

EDRF/NO’ Respuesta vasodilatadora del endotelio mediada por éxido nitrico
EGF Epidermal growth factor

EHHC European Heart Health Charter

eNOS-/- knockout para la sintasa del 6xido nitrico endotelial
eNOS (NOS-III) Sintasa del éxido nitrico endotelial

ERa Receptor a de estrégenos

ERB Receptor 3 de estrégenos

E-selectina Selectina de expresion endotelial

ET-1 Endotelina 1

EWAS Epigenome-wide association studies

FAMILY Family Atherosclerosis Monitoring In earLY life
FDA Food and Drug Administration

FEVI Fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo
FGF-B Factor de crecimiento de los fibroblastos 3

fHcy Homocisteina libre (no unida a proteinas)

FHS Framingham Heart Study

FR Factor (es) de riesgo
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FRECV

G

GIMc

GIn
GM-CSF
GPllb/llla
GWAS

H1

H4

H2A

HzOz

HAT

H2B

Hcy
Hey-p
Hcy-S-S-Cys
Hcy-S-S-Hcy
Hcy-T
HDAC
HDACI
HDL
HHcy
Hinfl

HMT
HPLC
HTA
HTasa
H3K4me2
H3K4me3
IAM
ICAM-1
ICAM-2
IGF-1

IL-1

IL-1B

IL-4

IL-8

IMC

INE

INF-y
iINOS (NOS-II)
INTERHEART
IRC

iRNA
K-HMT
KO

LAF-1

FR para el desarrollo de las enfermedades cardiovasculares
Guanina

Grosor de las capas media e intima de la arteria carétida
Glutamina

Factor estimulante de la formacion de colonias de los granulocitos
Receptor para la glucoproteina GPIIb/llla

Genome-wide association studies

Histona 1 o histona de unién

Histona H4

Histona H2A

Peroxido de hidrogeno

Acetiltransferasas de histonas

Histona H2B

Homocisteina

Homocisteina unida a proteinas/proteina homocisteinilada
Homocisteinil cisteina

Homocistina

Homocisteina tiolactona

Deacetilasas de histonas

Inhibidores de las deacetilasas de histonas

Lipoproteinas de alta densidad

Hiperhomocisteinemia

Enzima de restriccion Haemophilus influenzae |
Metiltransferasas de histonas

High Performance Liquid Chromatography

Hipertension arterial

Homocisteina tiolactonasa

Histona H3K4me2

Histona H3K4me3

Infarto agudo de miocardio

Moléculas de adhesion intercelular 1

Moléculas de adhesion intercelular 2

Factor de crecimiento tipo insulina 1

Citocinalinterleucina IL-1

Citocinal/interleucina 13

Citocina/interleucina IL-4

Citocina/interleucina IL-8

indice de masa corporal

Instituto Nacional de Estadistica

Interferén y

Sintasa inducible del 6xido nitrico

Global case-control study of risk factors for acute myocardial infarction
Insuficiencia renal cronica

Acido ribonucléico de interferencia o siRNA (small interfering RNA)
Metiltransferasa de histona K

Knockout

Integrina leucocitaria (lymphocyte function-associated antigen 1)
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Abreviaturas y acronimos

LCAT
LDL
LDLm
LDLmox
LDLox
LDLR
Leu
Lip-a
15-LO
LOI
LOX-1
LPS
L-NAME
L-NMA.
L-selectina.
Lys
MBD
MC
MCP-1
MEC
Met
MetRS
miRNAs
mMmRNA
MS

MSR
5-MTHF.
MTHFR
NADPH oxidasa
NF-kB
NH,
a-NH2
e-NH2
N-Hcy
N-Hcy-p
NIH
nNOS (NOS-I)
nMSP
NO’
NOS
NQF
NYHA
OoP
OPCABG
p53

PAF
PAF-AH

Transferasa de grupos acilo desde lecitina a colesterol
Lipoproteinas de baja densidad

LDL modificadas

LDL minimamente oxidadas

LDL oxidadas

Receptor para las LDL nativas

Leucina

Lipoproteina-a

15-lipooxigenasa

Pérdida de la impronta gendémica (imprinting)
lectin like oxidized LDL receptor-1
Lipopolisacaridos

NG-nitro-L-arginine methyl ester
NG-methyl-L-arginine

Selectina de expresion leucocitaria

Lisina

Methyl binding domain

Células mieloides

Sustancia quimiotactica plaquetaria 1

Matriz extracelular

Metionina

Aminoacil-tRNA sintasas

MicroRNAs

RNA mensajero

Metionina sintasa

Metionina sintasa reductasa
5,10-metiltetrahidrofolato

Enzima 5,10 metilentetrahidrofolato reductasa
Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidized
Factor de transcripcion nuclear kappa B
Grupo amino

Grupos amino a

Grupos amino épsilon

N homocisteina (Hcy unida mediante enlaces amida)

N-Hcy unida a proteinas (N-homocisteinilizacion de las proteinas)

National Institutes of Health

NOS neuronal

nested Methylation Specific PCR analysis
Oxido nitrico

Sintasas del 6xido nitrico

National Quality Forum

New York Heart Association
Organofosforados

Off pump coronary artery bypass grafting
Fosfoproteina 53 o tumor proteina 53
Factor activador de las plaquetas
Acetilhidrolasa del factor activador de las plaquetas
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PAI-1

PCI

PCR
PDGF
PECAM-1
piRNAs
PKC
P-selectina
PON

PON1
PON1 -/-
PON2
PON3
PRMT (R-HMT)
PURE

R

RC

RE

RFLP

Rho

RhoA
R-HMT (PRMT)
RNA

RNAs

RNS

ROS
RP-HPLC
rs662
rs7493
rs854560
rs1801133
SAM

SAH

SAHh

SCA
SCAR-BI
Ser

SH

S-Hcy
S-Hcy-p
siRNA o0 iRNA
S-nitroso-Hcy
SNPs

STS

T

TD-PCR
TGF-B

Inhibidor del activador del plasmindgeno tisular 1
Percutaneus coronary intervention

Polymerase Chain Reaction

Factor de crecimiento derivado de las plaquetas
Molécula de adhesion plaquetaria 1
Piwi-interacting RNAs

Proteina cinasa C

Selectina de expresion plaquetaria
Paraoxonasas

Paraoxonasa 1

Knockout para PON1

Paraoxonasa 2

Paraoxonasa 3

Metiltransferasas de arginina o protein arginine N-methyltransferases

Prospective Urban Rural Epidemiology

Arginina

Revascularizacion coronaria

Reticulo endoplasmico

Restriction fragment length polymorphysm

The Ras homolog gene family

The Ras homolog gene family member A

Metiltransferasas de histona-R o metiltransferasas de arginina
Acido ribonucléico

Small non-coding RNAs

Especies reactivas derivadas del nitrégeno

Especies reactivas de oxigeno

HPLC (High Performance Liquid Chromatography) de fase reversa
Variante (polimorfismo) GIn192Arg PON1

Variante (polimorfismo) Ser311Ser PON2

Variante (polimorfismo) Met55Leu PON1

Variante (polimorfismo) Ala222Val MTHFR (C677T MTHFR)
S-adenosil-metionina

S-adenosil-homocisteina

S-adenosil-homocisteina hidrolasa

Sindrome coronario agudo

Receptor scavenger clase B tipo 1

Serina

Grupo sulfhidrilo, tiol o thiol

S-homocisteina (Hcy unida mediante enlaces disulfuro)
S-Hcy unida a proteinas (S-homocisteinilizacion de las proteinas)
small interfering RNA o interfering RNA
S-nitroso-homocisteina

Single nucleotide polymorphisms

Society of Thoracic Surgeons

Timina

Touchdown PCR (Polymerase Chain Reaction)

Factor de crecimiento transformante
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tHcy
THF
TNF-a
t-PA
TPP
TRC
tRNA
UE
UPR
Val
VCAM-1
VEGF
VLA-4
VSMC
WHO

Hcy plasmatica total

Tetrahidrofolato

Factor de necrosis tumoral a

Activador del plasminogeno tisular

Trifenilfosfina

Transporte inverso de colesterol

RNA de transferencia

Unién Europea

Unfolded protein response

Valina

Moléculas de adhesion de las células vasculares 1
Factor de crecimiento del endotelio vascular

Very Late Antigen-Integrin alpha 4 beta 1

Células musculares lisas de los vasos sanguineos
World Health Organization
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PUBLICACIONES

Introduccién

En la cirugia de revascularizacion coronaria es habitual la eleccion de la arteria
mamaria interna (AMI) frente a otras alternativas (injertos), debido a su mayor resistencia
al desarrollo de aterosclerosis. Se ha sugerido que a esta resistencia contribuye entre
otras variantes: 1. La mayor capacidad funcional del endotelio de la AMI, a través de su
mayor produccién de NO". 2. Disminucion en la expresion de genes protrombdticos. 3.
Disminucion de la actividad de la ruta de la sefalizacion RhoA/ROK.

La mayor parte de la homocisteina (Hcy) se encuentra en el plasma ligada a la
albumina. La union de la Hey a proteinas u homocisteinilacidn se produce a través de dos

mecanismos principales: la N-homocisteinilacion y la S-homocisteinilacion. Cada vez
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adquiere mayor importancia meédica la determinacion de proteinas homocisteiniladas en
diversos territorios y en pacientes concretos.

Las variantes paraoxonasa 1 (GIn192Arg y Metb55Leu) y paraoxonasa 2
(Cys311Ser) influencian la concentracion de Hcy a través de su capacidad tiolactona
hidrolasa. La variante C677T en el gen MTHFR se asocia con concentraciones elevadas
de homocisteina (moderada e intermedia).

Objetivos

Determinar la concentracion de homocisteina unida a proteinas (S-
homocisteinilacion) en fragmentos de AMI y su relacién con los genotipos MTHFR
(C677T), PON1 (GIn 192Arg) y PON2 (Cys311Ser).

Métodos

Se obtuvieron fragmentos de AMI descartados durante la cirugia de
revascularizaciéon en 192 pacientes. Para la determinacion de S-homocisteina se
obtuvieron homogeneizados que fueron analizados por cromatografia HPLC y deteccién
por espectrofluometria. El mismo homogeneizado se utilizé para la cuantificaciéon proteica
y para la extraccion de DNA y determinacion de los fenotipos MTHFR C677T, PON1 GIn
192Arg y Met55Leu y PON2 Cys311Ser.

Resultados

Del total de 192 pacientes analizados se obtuvo S-homocisteina (S-Hcy) en 66
fragmentos de AMI (34.375%). No se hall6é correlacion estadistica entre los niveles de S-
Hcy unida a proteina en fragmentos AMI y los genotipos PON1 GIn 192Arg y PON2
Cys311Ser; unicamente los genotipos MTHFR C677T y PON1 Met55Leu correlacionan
con los niveles de S-Hcy (p = 0.005 y p = 0.038 respectivamente).

Conclusiones
Aun estéa por establecer la relevancia in vivo de la modificacion por unién reversible

de la homocisteina a proteinas vasculares. Nuestros resultados, preliminares, sugieren sin
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embargo, la relevancia de la concentracion de HDL (estrechamente vinculada a los
genotipos PON1 Met55Leu) y de marcadores clasicos (genotipos C677T del gen MTHFR)

en la dinamica de esta unién en los fragmentos de AMI.
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Evaluation of S/IN homocysteinylated proteins in internal mammary artery (IMA)
fragments from mild homocysteinemic patients undergoing coronary artery bypass
grafting
Rodriguez-Esparragén, Francisco, Serna-Gémez, Jaime, Hernandez-Trujillo, Yaridé,
Buset-Rios, Nisa, Garcia-Bello, Miguel, Estupinan-Quintana, Lidia, Rodriguez-Pérez,
José C.

Several factors affect long-term graft survival, after CABG among these, the use of
IMA because of its resistance to atherosclerosis. Reasons for IMA resistance are not
completely understood. We evaluated in IMA fragments from CABG patients, total
Homocysteine (tHcy) and homocysteinylated protein levels. tHcy was measured by HPLC
in plasma. Homocysteinylated proteins in IMA fragments were measured as has been
described by Perna, et al (Kidney Int 2006; 69:869-876) with modifications.
RESULTS:

A total of 192 (86.7% male) patients were analyzed with a mean age of
64.1 £ 7.4 years, and normal levels of folic acid and vitamin B12. Mean plasma tHcy was
12.96 + 3.9 mM. Folic acid levels were inversely correlated with tHcy (r =-0.362; p = 0.04).
We confirmed the presence of homocysteine-S-protein (Hcy-S-protein) in 34.3% of the
analyzed IMA fragments, from which vascular homogenates were prepared. By contrast,

Hcy-N-proteins could not be detected in the analyzed vascular IMA homogenates. Positive
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Hcy-S-protein detection data was considered when belonged to patients to whom detection
was confirmed in vascular homogenates at least in two different HPLC chromatograms.
The mean value of the Hcy-S-protein was 16.44 + 31.5 mM with an adjusted mean ratio of
38.6 £49 (mM/mg protein). Plasma tHcy levels were not statistically associated with
vascular Hcy-S-protein levels. No significant correlations between both tHcy and Hcy-S-
protein and the degree of methylation in the Ddah2 gene promoter were observed.
CONCLUSIONS:

We have observed that IMA associated Hcy-S-proteins did not correlate with
plasma tHcy values. Our data from IMA fragments suggested that Hcy in the vascular wall
behave partially independent from plasma. We fail to obtain N-homocysteinylated proteins
in IMA homogenates, and it is possible that in our study Hcy-N-protein levels were lower
regarding values reported in other tissues, even below the detection threshold that can be
chromatographically detected. In addition, the lack of Hcy-N-proteins could also be related
to the increased homeostatic plasticity of the internal mammary artery and might help to
avoid Hcy-S/N-protein binding.

KEYWORDS:
Homocysteinemia; Coronary Artery Disease; Internal Mammary Artery; Coronary

Artery Bypass Grafting.

To cite this abstract, please use the following information:
Rodriguez-Esparragon, Francisco,  Serna-Gomez, Jaime, Hernandez-Truijillo, Yaridé,
Buset-Rios, Nisa, Garcia-Bello, Miguel, Estupifidan-Quintana, Lidia, et al; Evaluation of S/N
homocysteinylated proteins in internal mammary artery (IMA) fragments from mild
homocysteinemic patients undergoing coronary artery bypass grafting [abstract]. Journal of
Clinical Hypertension 2012;14 Suppl 1 :213.
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Methylated region analysis of the INOS gene in internal mammary artery (IMA) and
aortic fragments from mild homocysteinemic patients undergoing coronary artery

bypass grafting (CABG)

Rodriguez-Esparragén, Francisco, Serna-Gémez, Jaime, Hernandez-Trujillo, Yaridé,
Buset-Rios, Nisa, Garcia-Bello, Miguel, Hernandez-Velazquez, Erika, Rodriguez-Pérez,

José C.

Atherosclerosis is associated with enhanced iINOS expression. In vitro studies
however, have shown that the iINOS gene is recalcitrant to induction in several human cell
types under exposure to the usual cytokine cocktail. It has been presented evidences that
hypermethylation of CpG dinucleotides along with methylation of H3 lysine 9 at the iINOS

promoter, are mechanistically linked to the lack of INOS mRNA induction in human cells.

RESULTS:

We analyzed global and differentially methylated region in the iINOS gene promoter
in IMA and punch aortic fragments, isolated from mild homocysteinemic patients
undergoing CABG.

Total homocysteine (tHcy) was measured by HPLC in plasma samples. Gobal methylation

was assessed analyzing entirely the human iINOS gene promoter sequence and designing
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methylation-specific PCR (MSP) method. Mean of MSP values were expressed as
Normalized Methylation Index (NIM). Also, we encompassing only proximal promoter iINOS
sequence and was assessed by developing a Sensitive Melting after Real Time-

Methylation Specific PCR (SMART-MS-PCR) assay, and values were expressed (%).

The INOS mean gene expression was slightly higher in punch aortic fragments with respect
to the mean value observed in IMA fragment, without statistical significance. Total plasma
Hcy concentration was strongly related with iINOS gene expression in IMA fragments
(r=0.653; p=0.006; n=14). When assessed iNOS proximal promoter methylation by
SMART-MS-PCR, tHcy levels were statistically correlated with iINOS gene promoter
methylation percentages in either IMA or punch fragments. Total Hcy levels and
methylation percentages values were directly correlated in IMA fragments (r=0.943;
p =0.002; n=6) and inversely in punch aortic fragments (r=-0.771; p =0.036; n =6).
Neither of the described correlations contributed in a significant way to iNOS gene

expression variations.
CONCLUSIONS:

Our data, evaluating both distal and proximal iINOS promoter regions argue in
favour of the major relevance of other Hcy induced mechanisms acting on iINOS gene
expression variation, rather than, a direct effect of Hcy-induced CpG methylation on iNOS

gene expression.
KEYWORDS:

Homocysteinemia; Coronary Artery Bypass Grafting; Inducible Nitric Oxide

Synthase.
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Introduccién

La homocisteina (Hcy) es un factor de riesgo cardiovascular independiente. La
insuficiencia renal, ciertas deficiencias nutricionales y la variante 677T en homocigosis del
gen MTHFR se asocian, entre otros determinantes, con niveles altos entre moderados e
intermedios de Hcy. Algunos autores sugieren comportamientos diferentes de la Hcy
plasmatica respecto a la unida a la pared mediante residuos de cisteina (S-

homocisteinilacion).
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Objetivos

Evaluar en fragmentos de arteria mamaria izquierda (AMI) procedentes de
pacientes sometidos a cirugia de revascularizacién coronaria, los niveles de proteinas
homocisteiniladas.
Métodos

Los niveles de homocisteina plasmatica total se midieron mediante HPLC. Los
niveles de proteinas homocisteiniladas se determinaron, como ha sido descrito con
anterioridad por Perna et al. (Kidney International, 2006) con modificaciones.
Resultados

Evaluamos un total de 192 pacientes (86,7% hombres) con una edad media de
64,1 + 7,4 afos. La concentracion plasmatica media de homocisteina (tHcy) fue de 12,96 +
3,9 uM. Todos los pacientes evaluados mostraron valores normales de acido félico y
vitamina B12. Los niveles de acido félico correlacionaron de forma inversa con los niveles
de tHcy (r = -0,362; p = 0,04). Confirmamos la presencia de homocisteina-S-proteina
(Hcy-S-proteina) en 66 (34,3%) de los fragmentos de AMI evaluados. Por el contrario, no
pudimos detectar proteinas unidas a homocisteina mediante enlace amida. El valor medio
de Hcy-S-proteinas fue de 16,44 + 31,5 uM. El valor medio ajustado al contenido proteico
del homogeneizado fue de 38,6 + 49 (uM/ug proteina). Los niveles de tHcy no
correlacionaron con los niveles de Hcy-S-proteina en fragmentos AMI. Es mas, no
encontramos correlaciones significativas cuando evaluamos la concentracién de tHcy o la
de Hcy-S-proteina con el grado de metilacién en el promotor del gen Ddah2.
Conclusiones

Los valores de Hcy-S-proteina no correlacionaron con los valores de tHcy en
fragmentos de AMI. Nuestros datos confirman los de otros autores, en el sentido de que la
Hcy que se une a residuos proteicos en la pared arterial se comporta de manera

independiente de la tHcy.
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Introducciéon

La aterosclerosis, la enfermedad renal y la hipertension arterial se asocian con
incrementos en la expresion del gen iINOS. In vitro, en una gran variedad de tipos celulares
es dificil lograr esta induccién a la exposicion a citocinas. Aunque no se han caracterizado
islas CpG en el promotor del gen iNOS, se han aportado evidencias de que la metilacion
de dinucledtidos CpG conjuntamente con la metilacién del residuo de lisina 9 en la histona
H3 estan ligadas a la ausencia de induccion del mensajero del gen iNOS en células
humanas.
Objetivos

Analizar el grado de metilacién global y en regiones especificas en el promotor del

gen iINOS en fragmentos adrticos y de arteria mamaria interna (AMI) en pacientes con

315



Publicaciones

hiperhomocisteinemia moderada, sometidos a cirugia de revascularizacién coronaria
(CRC).
Métodos

Las concentraciones de homocisteina plasmatica total (tHcy) se evaluaron por
HPLC. El grado de metilacién global se determiné analizando la secuencia completa del
promotor del gen humano iNOS y disefiando primers especificos para metilacién (MSP).
En una segunda aproximacion, la secuencia del promotor del gen iINOS, para lo cual se
desarrollé un protocolo de Sensitive Melting after Real Time-Methylation Specific PCR
(SMART-MS-PCR).

Resultados

La media de valores de la expresion relativa del gen iNOS resultd superior en
fragmentos aorticos versus fragmentos de AMI. Se observd una correlacién entre los
valores de tHcy con los valores de expresion relativa del gen iNOS en fragmentos AMI (r =
0,653; p = 0,006; n = 14). Por el contrario, no se observaron correlaciones significativas
entre los valores de tHcy y los porcentajes de metilacion en el promotor del gen iNOS,
evaluados mediante MSP. Cuando se evalué el grado de metilacién en la regiéon proximal
del promotor INOS mediante SMART-MS-PCR, los valores de tHcy correlacionaron con los
porcentajes de metilacion.

Los valores de tHcy y el porcentaje de metilacion correlacionaron de forma directa
en AMI (r = 0,943; p = 0,002; n = 6) e inversa en fragmentos adrticos (r = -0,771; p =
0,036; n = 6). Ninguna de las correlaciones contribuyé de modo significativo a las
variaciones de expresion del gen iNOS.

Conclusiones
Nuestros datos, tras la evaluacion distal y proximal de las regiones promotoras del

gen iNOS, argumentan en favor de otros mecanismos a través de los cuales la Hey induce
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variaciones en la expresion del gen iNOS. La contribucién del efecto directo de la Hcy

sobre la metilacion de dimeros CpG en el promotor del gen iINOS parece ser menor.
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