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1.- INTRODUCCION

El infarto agudo del miocardio (IAM) es una necrosis isquémica del masculo cardiaco
secundaria a una anoxia celular prolongada y representa la causa niumero uno de
muerte a nivel mundial, nuestro pais no es la excepciéon. Estimandose 500,000
decesos en los Estados Unidos y alrededor de 80,000 en nuestro pais
(Alexanderson, 2006). Por lo anterior, se considera importante llevar a cabo un
proyecto que busque determinar el papel que desempefa el Factor Nuclear NF-xB
en el proceso inflamatorio en el IAM, ya que actualmente las técnicas diagndsticas
convencionales empleadas en la practica clinica, entre ellos la coronariografia, no
permite estudiar la actividad de las lesiones coronarias y en estudios recientes se ha
sugerido que el empleo de marcadores de la inflamacion ayudaria a la identificacion
de pacientes con riesgo de padecer eventos cardiovasculares (Kaski, 2000).

Por ello adquiere gran importancia estudiar el Factor Nuclear NF-kB como parametro
de diagndstico, el cual fue descubierto en 1986 por Sen y Baltimore. El NF-xB regula
numerosos genes entre los cuales se encuentran: las citocinas, factor de necrosis
tumoral (TNF-a), interleucinas (IL) 1, 6 y 8, factores estimuladores de la formacién
de colonias de granulocitos/macrofagos (G-CSF, M-CSF, GM-CSF), MCP-1, el factor
tisular (TF), moléculas de adhesion (ICAM-1, VCAM-1). Cada uno esta involucrado
en una respuesta inflamatoria (L. Martin 1988). La importancia de los procesos
inflamatorios en los eventos coronarios agudos se confirma, una vez mas, con la
observaciéon del aumento de la actividad de este factor de transcripcién nuclear,
tanto en modelos animales como en humanos y se correlaciona directamente con la
severidad de la enfermedad coronaria. Demostrando que existe una correlacion
directa entre actividad del biomarcador NF-kB y severidad de las lesiones coronarias
(Alexanderson, 2006). Por esta razén, en el presente trabajo de tesis se busca
determinar el efecto del compuesto tiomorfolinico [4-tert-butil-2,6-bis (tiomorfolin-4-
ilmetil) fenol] (LQM319) en el infarto miocardico sobre la expresion y sintesis de NF-
kB mediante el uso de técnicas moleculares como RT-PCR vy ELISA,
respectivamente. Este compuesto ha mostrado ser eficaz en el infarto miocardico
reduciendo el area necrosada y disminuyendo las arritmias postoclusion. Se espera
gue el biomarcador de inflamacion NF-xB después de la oclusiébn coronaria
modifiqgue su expresion y sintesis en respuesta a la exposicion a [4-tert-butil-2,6-bis
(tiomorfolin-4-ilmetil) fenol] (LQM319) asociando estos eventos con su farmacoldgica
en el miocardio.

“Por mi raza hablarda el espiritu”
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2.- OBJETIVOS
2.1 Objetivo General

Evaluar el efecto del compuesto tiomorfolinico 4-tert-butil-2,6-bis (tiomorfolin-
4-ilmetil) fenol (LQM319) sobre la expresion del génica y en la sintesis de la
proteina del factor de transcripcion nuclear kappa B (NF-xB) mediante
técnicas moleculares en el Infarto miocardico inducido por la oclusion de la

arteria coronaria en ratas Wistar macho.

2.2 Objetivos Particulares:

Determinar si hay cardioproteccion con el tratamiento mediante el indice del
area de infarto en el ventriculo izquierdo del corazén de ratas Wistar después
de 48 h de oclusion coronaria sin y con tratamiento del compuesto [4-tert-
butil-2,6-bis (tiomorfolin-4-ilmetil) fenol] (LQM319) o de Captopril.

Evaluar el efecto del [4-tert-butil-2,6-bis (tiomorfolin-4-ilmetil) fenol] (LQM319)
sobre la sintesis de NF-xkB en el area con y sin infarto miocardico del
ventriculo izquierdo de ratas Wistar, mediante la técnica de Ensayo por
Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas (ELISA) de ratas con y sin tratamiento del
4-tert-butil-2,6-bis (tiomorfolin-4-ilmetil) fenol (LQM319) o de Captopril.

Evaluar el efecto del [4-tert-butil-2,6-bis (tiomorfolin-4-ilmetil) fenol] (LQM319)
sobre la expresion del NF-xB en el area con y sin infarto miocardico del
ventriculo izquierdo de ratas Wistar, mediante la técnica de Reaccion en
cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa de punto final (RT-PCR) de
ratas con y sin tratamiento del [4-tert-butil-2,6-bis (tiomorfolin-4-ilmetil) fenol]
(LQM319) o de Captopril.

“Por mi raza hablarda el espiritu”



Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan

3.- HIPOTESIS

Si el compuesto tiomorfolinico [4-tert-butil-2,6-bis (tiomorfolin-4-iimetil) fenol]
(LQM319) tiene efecto sobre la expresion y sintesis del factor de transcripcion
nuclear (NF-kB) en el Infarto agudo del miocardio (IAM) en ratas Wistar, entonces

se espera que la sintesis y su expresion se vea modificada después del tratamiento.

“Por mi raza hablarda el espiritu”
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4.- ANTECEDENTES

Los sindromes coronarios agudos (SCA) por aterotrombosis previamente
considerados como la expresion final de una enfermedad por depdsito de colesterol,
actualmente se exige entender a la aterogénesis como una compleja interaccion de
factores de riesgo, células de la pared arterial, elementos hemostaticos y mensajes
moleculares. Estudios experimentales y clinicos establecen a la inflamacién como un
componente fundamental no so6lo en todos los estadios vasculares de la
arteriosclerosis sino que también participa en las complicaciones locales miocérdicas

y sistémicas de este proceso fibroproliferativo (Serrano M., 2001,Libby 2005 ).

4.1.- Causas del infarto agudo de miocardio

La enfermedad que subyace tras el infarto agudo de miocardio es de forma casi
invariable, la arterioesclerosis avanzada de las arterias coronarias. EI musculo
cardiaco necesita constantemente de un abundante suministro de sangre rica en
oxigeno para llevar a cabo la tarea del bombeo de sangre, suministro que le llega a
través de la red de arterias coronarias. Cuando se erosiona o se rompe una placa de
ateroma en la pared de una arteria coronaria, rapidamente se forma sobre ella un
trombo o coagulo que puede llegar a obstruir de forma completa y brusca la luz de la
arteria, interrumpe el flujo sanguineo, dejando una parte del musculo cardiaco sin
irrigacion. Cuando esto sucede, esa parte del corazén deja de contraerse. Si el
musculo cardiaco carece de oxigeno y nutrientes durante demasiado tiempo,
normalmente mas de 20 minutos, el tejido de esa zona muere y no se regenera,

desarrollandose asi un infarto agudo de miocardio (Figura 1) (Lopez, 2009).

.Y
)zEvi' |
|
:I @ Trombosis
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[ A,
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- -

Figura 1.- Infarto agudo de miocardio. Cuando se erosiona o se rompe una placa de ateroma
en la pared de una arteria coronaria, rapidamente se forma sobre ella un trombo o coagulo
que puede llegar a obstruir de forma completa y brusca la luz de la arteria, interrumpiendo el
flujo sanguineo y dejando una parte del musculo cardiaco sin irrigacion (Lopéz, 2009).
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La formacion del trombo que ocluye la luz de las arterias coronarias suele ser
independiente del grado de obstruccion que la placa de ateroma haya provocado
previamente en dicha luz. Esto explica por qué muchos pacientes no presentan
ningun sintoma antes de sufrir de forma aguda e inesperada un ataque al corazén.
Las placas de ateroma que no obstruyen de manera significativa la luz coronaria
pueden pasar durante afios inadvertidas y la enfermedad arteriosclerotica puede no
ser reconocida hasta el momento brusco de la rotura de la placa y la oclusion
completa del vaso con la subsiguiente aparicion del infarto agudo de miocardio
(L6pez, 2009). Ademas de la arteriosclerosis y la trombosis de las arterias
coronarias, otras causas de infarto de miocardio son extraordinariamente raras. Se
han descrito casos de infarto provocados por la embolizacién dentro de las arterias
coronarias de fragmentos de coagulos provenientes de otros lugares o por la
embolizacion de fragmentos de verrugas bacterianas procedentes de una
endocarditis de la valvula aértica. También se ha descrito la oclusion aguda de las
arterias coronarias en caso de arteritis o inflamacion de la pared coronaria 0 en caso
de diseccion en la pared de la raiz aértica que afecte al ostium (origen) de una
arteria coronaria. lgualmente, se han descrito oclusién coronaria o infartos en
pacientes con mucha hipertrofia del musculo cardiaco en los que existe un
desequilibrio extremo del balance entre el flujo sanguineo aportado por las
coronarias y las necesidades de un musculo hipertrofiado o aumentado. También
estudios experimentales han demostrado que con oclusién de las arterias se puede
causar el infarto y la relacion entre el tiempo de oclusién de la arteria y el tamafio del
infarto (Figura 2).

15 minutos 40 minutos
isquemia isquemia +
+ reperfusion reperfusion
3 horas Mas de 12 horas
isquemia + isquemia +
reperfusion reperfusion
I} Area en .
i . raalnol [ [ Area infartada
isquémica riesgo
. tiempo = infarto

Figura 2.-Estudios experimentales. Oclusion de la arteria circunfleja en perros. Relacion entre el
tiempo de oclusién de la arteria coronaria y el tamafio del infarto. El espacio de tiempo en que la
recanalizacion de la arteria es mas eficaz para salvar el musculo cardiaco abarca las tres
primeras horas que siguen a la oclusion coronaria. DA arteria coronaria descendente anterior. CX
arteria coronaria circunfleja. American Journal of Cardiology 72 (1993 13G-21G)
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4.2.- La Arteriosclerosis

La arterioesclerosis y sus manifestaciones clinicas del infarto miocardico, accidente
cerebrovascular y la insuficiencia vascular periférica son una causa importante de
morbilidad y mortalidad entre los hombres y mujeres. Incluye multiples factores de
riesgos como la hipertension, la diabetes mellitus y el tabaquismo, estos trastornos
estan implicados en la patogénesis de esta enfermedad inflamatoria cronica de las
arterias. EIl desarrollo de lesiones arterioescleroéticas tempranas puede subdividirse
en iniciacion, la expansion y la progresion de las placas (Reclutamiento de células
musculares lisas en la intima, deposicion de colageno y la formacién de una capa
fibrosa), (Figura 3). Durante la iniciacion y la expansion de las estrias grasas y
monocitos circulantes son reclutados en la intima arterial que se transforman en
lipidos congestionados, células espumosas de macrofagos. ElI endotelio arterial en
estas regiones se activa y expresa la induccion de moléculas de adhesion
leucocitaria y quimiocinas. Produccion de citocinas y factores de crecimiento dentro
de las lesiones pueden amplificar el reclutamiento de monocitos, estimular la
proliferacion de macréfagos e inducir la migracion del musculo liso de la media a la
intima del vaso. En la intima las células de musculo liso, presentan depdsito de
coldgeno y otras proteinas que conducen a la formacién de la capa fibrosa (Libby,
2005).

Endotelio

. Célula
FagOCItOSIS espumosa
Oxidacion
de LBD

Proliferacion y migracion
de musculo liso

Figura 3. El desarrollo de lesiones ateroescleréticas (Kumar, 2007).
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4.2.1.- Formacioén de lalesion y placa

Cuando el endotelio de la pared arterial se enfrenta a factores de riesgo
proinflamatorios y vasoconstrictores como dislipidemia, hormonas, hipertension,
productos de glucooxidacién asociados a hiperglucemia o citocinas proinflamatorias
derivadas del exceso de tejido adiposo, aumenta la expresion de las moléculas de
adhesion lo que promueve adhesion leucocitaria. La trasmigracion de estos
leucocitos depende en gran parte de la expresion de citocinas reguladas a través de
sefales asociadas a los historicos factores de riesgo para arteriosclerosis. Una vez
que los leucocitos se adhieren a la pared, (fagocitos mononucleares y linfocitos T)
envian un mensaje a las células del endotelio y del masculo liso de la pared arterial
(Libby, 2005). Los mensajes mayores que se intercambian entre los diferentes tipos
de células involucradas en la aterogénesis dependen de mediadores de inflamacion
e inmunidad, incluyendo moléculas pequefias como mediadores lipidicos,
prostanoides y otros derivados del acido araquidénico (leucotrienos). Otros
autacoides como histamina, clasicamente regulan el tono vascular y aumentan la
permeabilidad vascular. Recientemente la atencion se ha enfocado sobre proteinas
mediadoras de inflamacion e inmunidad, incluyendo citocinas y componentes del
complemento. Hace una década las citocinas virtualmente eran desconocidas para
el cardiélogo, hoy son piedra angular en esta especialidad. Como consecuencia
mayor del proceso inflamatorio subyacente al ateroma inicial, las células del musculo
liso migran de la media a la intima. Estas células proliferan y elaboran una rica y
completa matriz extracelular. En concierto con las células endoteliales y monocitos,
secretan una matriz de metaloproteinasas en respuesta a varias sefiales oxidativas,
hemodindmicas, inflamatorias y autoinmunes (Libby, 2005). Esta matriz, en balance
con sus inhibidores tisulares endégenos, modula numerosas funciones de las células
vasculares, incluyendo activacion, proliferacion, migracién y muerte celular, asi como
la formacién de nuevos vasos, remodelacion geométrica, reparacion o destruccién
de la matriz extracelular de las arterias y del miocardio. Ciertos constituyentes de
esta matriz como los proteoglicanos ligados a lipoproteinas, prolongan su residencia
en la intima y produce mayor susceptibilidad y modificacion oxidativa. La respuesta
inflamatoria se sostiene y propaga a traves de productos modificados de
lipoproteinas como fosfolipidos oxidativos y productos avanzados de glucosilacion
oxidativa. Conforme la lesion avanza se presenta la calcificacidbn por mecanismos
similares a los relacionados con la osteogénesis. Ademas de la proliferacion y

muerte celular (incluyendo apoptosis) que comunmente ocurre en lesiones
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ateroscleroticas establecidas, la muerte de macrofagos puede llevar a depésitos
extracelulares de factor tisular. Los lipidos extracelulares acumulados en la intima
pueden coalecer y formar el clasico corazon necrético-lipidico de la placa. La forma
incipiente, reversible de lesion coronaria aparece tempranamente en la vida y
evoluciona en el adulto a una placa de ateroma madura que es la causante de
cardiopatia isquémica (Figura 4 y 5) (Libby,2005).

Evolucion de la acumulacion de

placa en la arteria coronaria EL color violeta representa
dano y necrosis del

tejido cardiaco

La acumulacion de placa
en la arteria coronaria

bloguea el flujo de
Desgarramiento del La grasa y el colesterol sangre y oxigeno

timiento arterial ' i '
revestimiento arteria §e acumuian haC]a e[ corazon

Figura 4. Evolucion de la acumulacién de placa en la arteria coronaria hasta la necrosis del
tejido. (Aguilar, 2008)
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Figura 5. Progresion de la arterosclerosis hasta causar el infarto del area sin irrigacion sanguinea
(Congreso Europeo de Cardiologia 2004)

4.2.2.- Placa vulnerable

La sociedad de corazén americana la define como lesiones en fase 2, tipo va de
contenido rico en lipidos y cubierta fibroendotelial delgada. Este tipo, generalmente
no es obstructiva y (estenosis < 50%) tiene un nucleo lipidico blando en forma
semilunar con abundantes células espumosas, macréfagos y linfocitos T activados.
Cuando se rompe y se observa agregacion plaquetaria y trombosis se convierte en
fase 3, tipo VI, que constituye la “placa inestable”, sustrato patologico de los SCA.
Los macroéfagos y las células espumosas, presentes tanto en el nlicleo ateromatoso
como en la capa fibrosa, tienen una participacion primordial en la vulnerabilidad de la
lesion (Figura 6) (Stary, 1995).

)
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4.2.3.- Ruptura

Es un fendmeno frecuente, sin embargo es probable que una buena parte cursen sin
expresion clinica. Se acompafa de trombosis mural y de hemorragia dentro de la
placa que puede condicionar una oclusion total o subtotal. Ademas de la erosion
superficial y la fisura profunda, se han identificado otros mecanismos como
hemorragia intraplaca y erosion de un nddulo calcificado. La ruptura ocurre con
mayor frecuencia en la porcion delgada denominada “hombros” o “cuernos”, en
donde la colagena esta disminuida y la inflamacion tiene importante accion a través
de enzimas proteoliticas que disuelven la matriz. En la ruptura también participan
otros factores biolégicos, mecanicos y hemodinamicos (Dalager, 1999, Stary, 1995,
Libby, 2005).

Placa fibrosa
vulnerable

r
Macrofagos

v v

Enzimas | Factor tisular |
proteoliticas .

l —
MPle——— [Gpa]  IEVia]
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Inestabilidad I:
de la placa
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Figura 6.- Importancia de los macrdfagos en las placas vulnerables. Los macréfagos en
las lesiones ateroscleréticas avanzadas expresan elevadas proporciones de activador del
plasminégeno tipo urocinasa (UPA), qgue mediante la generacién de plasmina provocara
directamente o indirectamente a través de la activacion de prometaloproteinasas (MMP),
liberadas también por los macréfagos, la degradacién de la matriz extracelular y el
debilitamiento de capa fibrosa favoreciendo su rotura. El factor tisular (TF) producido por
los macréfagos puede acelerar la formacion masiva de un trombo en el lugar de la rotura
y contribuir con ello a la oclusién fatal de la luz vascular (T. Padrg, 2005).

4.2.4.- Trombosis

Se observa en mas del 80% de los SCA por ruptura profunda y es el mecanismo
mas importante en infarto con elevacion del ST. El 20% restante se debe a otros
mecanismos previamente mencionados (Figura 7) (Aguilar, 2008).La trombosis se

inicia con actividad plaquetaria seguida de formacion fibrina y termina con la
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activacion de la fibrindlisis endégena, con fendmenos dinamicos de retrombosis y
lisis espontanea. La agregacion plaquetaria mediante el enlace del fibrinbgeno con
los receptores GPIIb/llla, determinan la activacion de la cascada de la coagulacion
con mayor generacion de trombina a través de la via intrinseca. La trombina se
adhiere a las plaquetas y actia sobre el fibrindgeno del trombo plaguetario (trombo
blanco) formando una malla de fibrina que se enlaza al plasmindégeno y eritrocitos,
formando un trombo rojo mural adherido a la pared del vaso. La vasoconstriccion
local mediada por tromboxano A2 y endotelinas contribuye a disminuir el lumen
vascular y determina, conjuntamente con el trombo mural, la oclusién total o subtotal
del vaso coronario (Stary, 1995, Libby, 2005).
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Figura. 7. Ruptura y trombosis de la placa de ateroma inestable. Adhesién, activacion y
agregacion plaquetaria. Vasoespasmo. Activacion de la cascada de la coagulacion.
Formacioén del trombo de fibrina. Activacion de la plasmina. Fibrindlisis (Faga,2004,
Aguilar,2008).
4.2.5.- Agregacion plaquetaria
El equilibrio entre el endotelio y las plaquetas se pierde con la ruptura y exposicion
de componentes trombogénicos como la LDL-ox, factor tisular y moléculas macro-
adhesivas como el factor Von Willebrand y el colageno subendotelial, con lo que se
promueve la adhesion plaquetaria a través de receptores glucoproteinicos de
superficie como GPIlIb y GPllla, estableciendo una red de plaquetas en el sitio de la
lesion endotelial. Las plaquetas se activan a través de un namero importante de

agonistas como difosfato de adenosina, tromboxano A, y serotonina secretados por
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los granulos plaquetarios, epinefrina circulante y trombina. Como resultado de ésta
activacion se inicia el proceso de agregacion plaquetaria mediado por las GPlIb/llla,
estructuras receptoras de enlace con el fibrinbgeno circulante y el factor de Von
Willebrand, con lo que se constituye la via final de agregacion plaquetaria y
formacion del trombo (Stary, 1995, Libby, 2005).

4.2.6.- Fibrindlisis y retrombosis

Las cadenas de fibrina-plasminégeno activan el sistema fibrinolitico al liberar
activadores tisulares como t-PA y u-PA (urocinasa) que transforman el plasminégeno
unido a la fibrina en plasmina, iniciando la degradacién de fibrina y lisis del coagulo.
La plasmina tiene efecto sobre el fibrinbgeno, fibronectina y trombospondina e
impide la adhesion de las plaquetas del endotelio dafiado. Esta lisis enddégena
mediada por la via intrinseca se complementa con el sistema extrinseco mediado
por el factor Xll. La reperfusién por lisis mejora la perfusién del miocardio en riesgo y
las microembolias de fibrina (Llevadot, 2004, Stary, 2005).

4.3.- Infarto miocérdico

Se produce cuando muere una zona del musculo del corazon (sufre una necrosis).
Esta producido por la reduccion del riego sanguineo coronario, generalmente esta
precipitado por una trombosis 0 hemorragia en una zona aterosclerética de una
arteria coronaria. Hay muchas complicaciones como las arritmias, la insuficiencia

cardiaca e incluso la muerte subita (Fagan,2004, Fuentes, 1998).

4.3.1.- Tipos de Infarto al miocardio

No todos los infartos agudos al miocardio son iguales. La localizaciéon y el tamafio
van a definir el tipo de infarto, ambas caracteristicas son definitivas para determinar
el prondstico del paciente que ha sufrido este episodio cardiaco. La localizacion
exacta y el tamafio del infarto dependeran fundamentalmente del lugar y del tamafio
del lecho vascular perfundido por el vaso obstruido. Habra que tener en cuenta
también la duracién de la oclusion y la existencia previa de vasos colaterales. Estos
nuevos vasos pueden haberse formado mucho tiempo atras y haber estado
nutriendo, mejor o peor, la parte de miocardio o musculo cardiaco que no es irrigada
por la arteria coronaria obstruida. De forma general, cuando se obstruye la arteria
descendente anterior, apareceran infartos anteriores o anterolaterales, si se obstruye

la arteria circunfleja se produciran infartos posteriores o posterolaterales y cuando la
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afectada es la coronaria derecha se desarrollan infartos inferiores o inferolaterales
(Figura 8) (L6pez 2009).

Infarto anterior

Infarto
posterior

Infario inferior

Figura 8.- Tipos de infarto de miocardio por localizacion (I); VD: Ventriculo
derecho; VI: Ventriculo izquierdo; DA: Arteria coronaria descendente anterior; CX:
Arteria coronaria circunfleja; CD: Arteria coronaria derecha (Fagan,2004).

Infarto
transmural

. _JL g / farto

subendocardico

Figura 9.- Tipos de Infarto de miocardio por tamafio (II) VD: Ventriculo derecho; VI: Ventriculo
izquierdo (Fagan,2004).

El infarto miocardico se divide en: a) infarto de miocardio subendocardico el cual
afecta a la capa mas interna del miocardio b) infarto de miocardio regional 6
transmural que afecta a todo el espesor del segmento miocardio (figura 9) (L6pez,
2009, Méndez, 2003).

4.3.1.1.- Infarto al miocardio subendocardico

Es un infarto de la capa subendocéardica del miocardio. Hay una ateroesclerosis
difusa en las tres arterias principales. El infarto esta provocado por un aumento de la
demanda de oxigeno, hipotensién y espasmo vascular. Esto no implica una
trombosis superpuesta. La lesién es menos grave que la de infarto transmural y

puede ser difusa o regional (Lopez, 2009, Méndez, 2003).
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4.3.1.2.- Infarto de miocardio transmural
El infarto transmural afecta a todo el espesor del miocardio. Generalmente implica la
oclusiéon de una arteria coronaria importante que provoca la isquemia de la region
especifica del corazon. El infarto miocardico transmural esta causado por el cambio
agudo de una placa (ulceracion, fisura o hemorragia) que provoca una trombosis,
agregacion plaquetaria y vasoespasmo (raramente). La oclusion completa de un
vaso puede provocar un infarto ya que pueden haberse desarrollado colaterales que
ayudan a la perfusion. Casi todos los infartos afectan al ventriculo izquierdo, el 15%
afectan a ambos ventriculos y el 3 % solo el derecho. Las arterias generalmente
infartadas son: (Lépez, 2009; Méndez, 2003).
- Descendente anterior izquierda (50%) que afecta a la pared ventricular
anterior izquierda y al tabique ventricular.
- Arteria coronaria derecha (30%) que afecta a las paredes ventriculares
izquierdas inferior y posterior y al ventriculo derecho.
- Arteria circunfleja izquierda (20%) que afecta a la pared ventricular lateral

izquierda.

4.3.2.- Infarto agudo al miocardio (IAM)

El IAM conocido también como ataque al corazén, es la necrosis o muerte de una
porcién del musculo cardiaco que se produce cuando se obstruye completamente el
flujo sanguineo en una de las arterias coronarias. Infarto significa “necrosis por falta
de riego sanguineo”, agudo se refiere a “s0bito”, mio a “muasculo” y cardio a
“corazén”. Las manifestaciones del infarto aparecen de forma subita y el riego de
muerte o complicaciones graves a corto plazo es elevado. Ademas, la eficacia del
tratamiento va a depender en gran medida del tiempo transcurrido desde el inicio de
los sintomas hasta su administracion (Lépez, 2009).

También el IAM se define en relacion a las caracteristicas clinicas,
electrocardiograficas (ECG), bioquimica y patolégica (Tabla 1). La Organizacion
Mundial de la Salud sobre la base de estudios de prevalencia, definio el 1AM
mediante la presencia de por lo menos dos de los criterios siguientes: 1) dolor
toracico sugestivo de isquemia tipico o atipico; 2) elevacion de marcadores de macro
necrosis; 3) cambios ECG caracteristicos con presencia de ondas Q patolégicas.
Por la reciente aparicién de biomarcadores (BM) de dafio celular agudo, técnicas de

imagen y nuevas evidencias sobre la fisiopatogenia del infarto sin elevacion del ST
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surgio la necesidad de buscar una nueva definicion actual que permita estandarizar

estudios epidemiolégicos y clinicos (Alexanderson, 2006, P.Porela 1999).

Tabla 1. Diferentes aspectos en la redefinicion del infarto agudo del miocardio.

Patoldgico Muerte celular miocardica

Clinica Sintomas isquémicos

Bioquimica BM de muerte celular en estudios de sangre

Electrocardiograma (ECG) Evidencias de tejido con pérdida de actividad eléctrica
(ondas Q)

Alteraciones funcionales Reduccion o pérdida de perfusion tisular.

Anormalidades en la contractiidad parietal del

corazoén

4.4.- La ateroesclerosis y el Factor de Transcripcién Nuclear kB (NF-xB)

Aunque las complicaciones clinicamente significativas de la ateroesclerosis, tales
como: las placas de ulceracion, la ruptura, la trombosis, la inestabilidad y el avance
de las placas arterioesclerdticas; la comprension de los mecanismos de la formacion
de la lesion temprana ofrece la esperanza de intervenir para retrasar o prevenir la
progresion de la lesion y las complicaciones. Un grupo selecto de factores de
transcripcion puede ser critico para la iniciaciéon y la expansion de las lesiones, asi
como en la proteccibn de la pared del vaso y la formacion de la lesion
ateroesclerotica, en este panorama, nos centraremos en el factor NF-xB cuya

activacion se ha relacionado con la aparicion de la aterosclerosis (Tucker,2001).

4.4.1.- Factor de Transcripcion Nuclear Kappa B (NF-xB)

El NF-xB es un factor de transcripcion multifuncional que esta implicado en la
regulacion de diversos fendmenos biolégicos y en multiples estados de enfermedad,
incluyendo el desarrollo de las células B, el cancer, la inflamacion, la inmunidad
innata y adaptativa, el crecimiento y muerte celular, respuesta al estrés, el
crecimiento y remodelacion del tejido, caquexia, ateroesclerosis, asma, artritis,
enfermedades inflamatorias, diabetes, accidente cerebrovascular y problemas
cardiovasculares. Descubierta por primera vez en 1986 por Sen y Baltimore (W.
Keith, 2003). EI NF-xB se ha definido como un factor de transcripcion ubicuo
detectado de forma inactiva casi en todas las células y cuya activacion involucra la

regulacion de mas de 200 genes en diversos tejidos (Hernandez, 2008, W. Keith,
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2005). ElI NF-xB activa una variedad de genes diana relevantes para la fisiopatologia
de la pared del vaso, incluyendo citocinas, quimiocinas, y moléculas de adhesion
leucocitaria, asi como genes que regulan la proliferacién de las células y median la
supervivencia celular.

El NFx-B también activa el gen del IkB-a con la reposicion de su inhibidor
citoplasmatico propio. Restaurada la expresion de 1kB-a, disminuye la activacion y la
expresion del NF-xB dependiente de los genes. El sistema NF-kxB/IkB es
autoregulador y asegura que la induccién de la activacion del NF-xB sea transitoria
y regrese a la célula a su estado de reposo. La modulacion fisiol6gica y la activacion
patolégica del sistema NF-xB pueden contribuir a los cambios de expresion que
ocurren durante la aterogénesis (Tucker, 2001). Se ha demostrado que el factor de
transcripcion nuclear (NF-xB) puede ser activado por diversos estimulos o moléculas
en un estado patoloégico o bien por la interaccidbn con agentes patégenos o no
patdgenos, muchos de los diversos agentes asociados con el inicio de la formacion
de la lesion interactian con receptores especificos como pueden ser por fuerza
hemodindmica, citocinas, lipopolisacaridos (LPS), angiotensina Il (Ang Il) y lipidos
oxidados (LDLox)(Figura 10).
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Figura 10.- Representacion esquematica de NF-xB como integrador en la aterogénesis.
Muchos de los diversos agentes asociados con el inicio de la formacion de la lesion
interactan con receptores especificos. La angiotensina Il (Ang Il), citocinas, productos
finales de glicosilacion avanzada (AGESs) o lipidos oxidados se unen al receptor de Ang Il
(AT1), receptores de citocinas, el receptor para AGE (RAGE) o el receptor scavenger (SR),
respectivamente. LPS interactia con un complejo de proteina de unién LPS (LBP), CD14 y un
receptor de tipo toll (TLR). Los mecanismos por los que las fuerzas hemodinamicas son
percibidas por las células vasculares son sélo parcialmente apreciado pero puede implicar
receptores especificos o enlaces entre el citoesqueleto, integrinas y ECM (células de musculo
liso). La unién del ligando por la mayoria de estos receptores da como resultado el
reclutamiento de proteinas adaptadoras y la activacién de las cinasas intermedias (no
mostrado). Estos eventos conducen finalmente a la activacion de un complejo de IKK. El
mejor complejo caracterizado cinasa consta de IKK-a, IKK-B y el componente estructural IKK-
Y, aunque otros complejos similares pueden existir. El complejo activado IKK fosforila
especificamente el IkBs, que luego se someten a un proceso de poliubiquitinatinacién rapido
antes de la degradacion por el proteosoma. Después de la liberacién del inhibidor, los dimeros
del NF-xB se traslocan desde el citoplasma hasta el nicleo, donde se unen a genes diana y
estimulan la transcripcién de conjuntos especificos de genes relevantes en la fisiopatologia de
la pared del vaso (Modificado de Tucker, 2001).

4.4.2.- La activacion y Funcion del NF-«xB

La familia de factores de transcripcion eucariéticos Rel/NF-xB estd compuesta por
cinco proteinas relacionadas estructuralmente y se dividen en dos clases las de
clase | son las proteinas p105/p50 o NF-«xB1, p100/p52 o NF-kB2 y las de clase Il
p65/Rel A p75/c-Rel y p68/RelB como se muestra en la Figura 11 y Figura 12
(Gentzon, 2006, Hernandez, 2008, Latanich, 2009). Todos los miembros de ésta
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familia se caracterizan por la presencia de un dominio comun conservado llamado
RHD (Rel Homology Domain), llamado asi por el oncogén v-rel el primer miembro de
la familia descrita. EI RHD es de aproximadamente 300 aminoéacidos de longitud. El
dominio RHD tiene varias funciones a través de él, los miembros de esta familia se
unen y forman homo o hetero-dimeros, las formas mas comunes estan constituidas
por los hetero-dimeros p50/p65 0 p52/p65. Este dominio ademas es el sitio de unién
para sus inhibidores: los IkBs, contiene las secuencias de localizacion nuclear y las
secuencias de unién al ADN (Salomoén, 2008, W. Keith, 2005). La actividad del NF-
kB depende de su localizacion celular. Si esta en el citoplasma se encuentra
formando un complejo trimérico con alguno de sus inhibidores (IkB) que oculta sus

secuencias de destino nuclear y es por tanto, transcripcionalmente inactivo.

A p105/p50 (NF-xB1)
p100/p52 (NF-xB2)

GRR

Clase I

/
/’V /

JUnion al DN,
Interaccion del Inhibidor (IKBs)
e . -

Repeticiones de anquirina

Secuencia de

localizacion nuclfar
B Dimerizacion

Clase II TAD

Rel A(p65)
Rel B
C-Rel

Figura. 11. Los miembros de la familia NF-xB de factores de transcripcion. La familia del NF-xB
se compone de 5 factores de transcripcion, divididos en dos clases. La clase | p105/p50 (NF-xB1)
y subunidades precursoras pl00/p52 (NF-xB1l) contienen C-terminales en las repeticiones
anquirina y regiones interiores ricas en glicina (GRR), esenciales para la determinacion del sitio de
escision. Las proteinas de clase Il Rel A(p65), Rel B y c-Rel contienen uno o mas C-terminal de
dominios de transactivacién. Cada uno de los cinco factores, muestran en su parte el N-terminal
del dominio conservado de Homologia Rel (RHD) cuyas funciones son numerosas. GRR, Region
Rico en Glicina, N, Secuencias de localizacién Nuclear, TAD (Sitio de Transactivacion) (Modificado
de Salomén 2008).
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Figura 12. Familia de proteinas del NF-kB. Las cinco proteinas de mamiferos Rel estan
relacionadas [P65 (de RelA), c-Rel, RelB, p100/p52 y p105/p50] contienen una RHD, que media
su dimerizacién y union al ADN. S6lo RelA, c-Rel, y RelB contienen un TAD C-terminal. p100 y
pl05 contienen repeticiones de anquirina (6valos de color purpura), que median su unién a
dimeros del NF-xB con el fin de secuestrarlos en el citoplasma. p100 y p105 requieren de
ubiquitina para el procesamiento proteolitico de la porcion C-terminal para generar las
subunidades p52 y p50 del NF-xB, respectivamente (el punto de escisién esta indicado con una
flecha). El nimero de aminoacidos en cada proteina se da en el lado derecho. GRR, region rico
en glicina, LZ, cremallera leucina, TAD, RHD, Dominio de Homologia Rel (Sitio de
Transactivacion) (Modificado de Kim 2010).

Cuando el IkB se fosforila, éste es ubiquitinado, lo que permite su reconocimiento
por el proteosoma que lo degrada, liberando al dimero del NF-xB (por ejemplo:
p50/p65) que se trasloca al ndcleo, donde activa a sus genes blanco. Los IkBs
fueron identificados originalmente como factores que inhiben la actividad del NF-xB
debido a una interaccidn proteina-proteina. Los IkBs constituyen una familia de al
menos 8 miembros: IkBa, kBB, IkBy, IkBC, IkBe, p105, p100 y Bcl3, que estan
involucrados en el control de la activacién del NF-xB (Figura 13) (Gentzon, 2006,
Kim 2010). Los IkBs se unen a los dimeros del NF-xB a través de motivos
conservados de anquirina y bloquean estéricamente la funcién de sus secuencias de

localizacion nuclear, lo que permite su retencion en el citoplasma.
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Figura 13.- Representacién esquematica de los miembros de los mamiferos Rel/NF-xB y
familias de proteinas lIkBs. Los niumeros de los aminoacidos de cada proteina se enumeran a la
derecha; las secuencias de mamiferos corresponden a las proteinas humanas. Las flechas
apuntan hacia la ubicacion aproximada de los residuos COOH-terminal de p50 y p52 (tras el
procesamiento de p105 y pl100, respectivamente). Los pares de residuos de serina necesarios
para la degradacion inducible de 1kBa, IkBp y IkBe son representados por SS; LZ, cremallera
leucina; GRR, region rica en glicina; SRR, region rica en serina. El nUmero y la posicion de
repeticiones de anquirina se determinaron sobre la base de la homologia
y la estructura de rayos X de IkBa (Modificado de Rothwarf 1999).

Para que el NF-kB tenga acceso a su sitio de accion en el nucleo; el complejo NF-
kB/IkB debe ser disociado a través de la fosforilacién de su inhibidor. Este proceso
gue en primera instancia parece tan sencillo, requiere la participacion interactiva y
también guiada por procesos de fosforilacion de proteinas citoplasmicas que se
encuentran por arriba en la via de activacion del NF-xB, llamada cinasas de los
inhibidores de IkB (IKK). Los IkBs mejor estudiados son él ay el B, ambos se
fosforilan en respuesta a diferentes estimulos en los residuos de serinas: S32 y S36.
Una vez que los IkBs se han fosforilado, se inicia un proceso de ubiquitinacion y de
su degradacion en el proteosoma (Keith, 2005, Kim 2010, Rothwarf 1999). Este
mecanismo libera al NF-xB, ya que al desaparecer el inhibidor, se descubre la
secuencia de localizacion nuclear y permite al dimero ser translocado al nucleo,
guedando de forma libre para unirse a promotores de genes con sitios de unién kB e
iniciar la transcripcion de los mismos.
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4.4.3.-Sefalizacion mediada por la activacion del NF-xB

En la célula, los dimeros de NF-kB se complejan con una sola molécula de la familia
IkB. Las proteinas IkBs contienen motivos de repeticion de anquirina de 30-33
aminoacidos que median la interaccidén y prevencion de la funcion de las proteinas
de la familia del RHD mediante la reduccion o el bloqueo de su localizacion nuclear.
La prevencion de la localizacion nuclear de NF-kB es equivalente a evitar la accion
del NF-xB sobre genes (Gentzon, 2006, Kim 2010, W. Keith 2005). Como
consecuencia de la estimulaciéon de la via de sefializacion de las proteinas I«B, estas
son fosforiladas, lo que conduce a la degradacion y/o la disociacion del 1kB del NF-
kB. Esto permite que el NF-kB se trasloque al nucleo, donde se puede unir al ADN y
contribuir a la expresion génica (Kim 2010). Aunque las proteinas kB tienen serina
multiple y restos de tirosina que son fosforilados de manera regulada, la fosforilacién
especifica de Ser32 y Ser36 de los IkBs conducen a la ubiquitinacion de sitio
especificos y la degradacion de IkB via proteosoma mediada por protedlisis. Las
proteinas IkBs tienen otras Serinas analogas y que se someten a la fosforilacion de
la serina, ubiquitinacion y degradacién de una manera similar. Puesto que la
activacion de IKK es transitoria, la fosforilacion del IkB es de pulso como en
caracter, lo que conduce a un pico transitorio de localizacién y activaciéon nuclear del
NF-kB. Como las proteinas IkB son resintetizadas, especialmente el IkBa, se une a
NF-xB en el nucleo y lo transporta al citoplasma al terminar su actividad. Este
mecanismo de activacion del NF-kB ha demostrado ser directo debido a la activacion
del complejo IKK, que se compone principalmente de mudltiples cinasas de kB
(IKKa, IKKB) y la subunidad reguladora NEMO (IKKy) (Figura 14) (Gentzon de 2006,
Kim 2010, Keith 2005). Ademas del bien caracterizado complejo IKK, hay evidencia
de la existencia de dos complejos adicionales que contienen isoformas nuevas de
IKK. Estos se han descrito en un numero limitado de tipos de células, y se
desconoce si estos complejos desempefian un papel en la sefalizacion del NF-xB
en el infarto. El complejo IKK esta directamente activado por fosforilacion,
principalmente por el NF-kB que induce la cinasa (NIK). Sin embargo, el complejo
IKK también puede ser activado por mitdgenos activados por las proteinas cinasas
cinasas cinasas (MEKKSs), por mitdgenos-activados por proteinas cinasas cinasa
(MEK), ASK1, TAK1, y por la proteina cinasa C (PKC) (Figura 15). Curiosamente,
los MEKKs estan estructuralmente relacionados con NIK y junto con las MEK,
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ASK1, TAK1, y PKCS, también se sabe que se activa la via de proteina cinasa
estimulada por mitégenos (MAPK). Esto explica probables aspectos de interferencia
de sefializacion entre la MAPK vy las vias de sefializacion de NF-xB.  En otro nivel,
cada una de las tres principales vias de MAPK p38, ERK, JNK se ha demostrado
que fosforilan a p65 o p50 en algunos tipos de células, afectan a la actividad
transcripcional. La sefial principal por arriba de la sefalizacion NIK/IKK/IKB/NF-kB es
la via de sefalizacion de TNF-a (Keith, 2003, 2005, Brasier, 2006).
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Figura 14.- Diagrama esquematico que muestra las subunidades conocidas del

complejo IKK y sus supuestos motivos funcionales y estructurales. CC, en espiral

bobina; Helix, a- hélice; HLH, hélice-bucle-hélice, LZ, cremallera de leucina, ZF,

dedo de zinc (Modificado de Rothwarf, 1999).
El NF-xB también puede ser activado por la fosforilacion especifica de Tyr42 del
IkB. Este evento de fosforilacibn esta mediada independientemente de la
fosforilacion de la serina y puede ocurrir al mismo tiempo o no. Esta via esta muy
bien definida y parece ser activada por estimulos crénicos, especialmente aquellos
gue implican multiples citocinas, incluyendo el factor de crecimiento nervioso (NGF),
el interferén (IFN)-y, y en algunos tipos de células de estimulacion cronica TNF-a. Se
produce la fosforilacion de Tyr42 subsiguiente a la activacion de la proteina tirosina
cinasa c-Src e implica la activacion de dos cinasas adicionales de tirosina, p56 (LCK)
y 70-ZAP. La fosforilacion de la Tyr42 del IkBa resulta en la liberacion no
degradativa de moléculas inhibidoras kB del NF-kB. Ademas de los sitios de
fosforilacion reguladoras discutidos, hay multiples sitios de fosforilacion en la porcion
C-terminal de los IkB. Aunque la fosforilacion en algunos de estos sitios esta
implicada la modulacién de la estabilidad de la proteina IkB, éstos no han
demostrado ser suficiente para la regulacion de la degradacion del 1kB y activacion

del NF-xB. La evidencia actual apoya la posibilidad de que las proteinas kB

reprimen la activacién del NF-xB por dos mecanismos. En primer lugar, se unen con
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dimeros del NF-xB, manteniendo un equilibrio citoplasmatico-nuclear que es
desfavorable para la activacion del NF-xB en ausencia de estimulacion. En segundo
lugar, seguro que las proteinas de IkB inhiben la actividad vinculante del NF-xB al
ADN, lo que esta bien documentado por IkBa. La accion de IkBa en el nucleo
elimina la cromatina de NF-xB y sirve para disminuir los niveles nucleares de NF-kB
y poner fin a su actividad (Keith, 2005, Brasier, 2010). Paradojicamente, el IkB y
BCI3, no fosforilados se cree que actian como chaperones para NF-kB y no afectan
la union al ADN de los dimeros NF-xB. Se ha demostrado que complejo nuclear NF-
kB/IxBoa se une al ADN y se sabe que BCI3 actua positivamente en la activacion del
NF-kB. De esta manera, estas proteinas IkB’s pueden prevenir la accion del IkBa,
prolongando de este modo la activacion del NF-kB. De manera similar, una proteina
de interés en el sistema cardiaco, la Miotrofina, se sabe que influye positivamente en
la activacion del NF-xB. La Miotropina contiene repeticiones de anquirinas
relacionadas con las proteinas B, asociados con NF-kB, y promueve la hipertrofia
cardiaca. Mdltiples vias de sefializacion afectan a la capacidad de NF-xB para
unirse al ADN y para activar la transcripcion de genes. Algunos de estos,
incluyendo MAPK, PKC, PKA, Akt, NIK/IKK, CaMKIV y las vias de CK II, actian
directamente para fosforilar subunidades de NF-«xB y el aumento de la
transactivacion del NF-xB depende de los genes. A la inversa, varias fosfatasas,
incluyendo la proteina fosfatasa 2A (PP2A) y la calcineurina (PP2B), son capaces de
desfosforilar subunidades del NF-xB, asi como de IxBa, con efectos
correspondientemente opuestos en diferentes circunstancias (Keith, 2003, 2005). El
NF-kB es un factor de transcripcion que existe en medio de una red de cascadas de
sefalizacion y de redes transcripcionales. No esta claro en qué medida el NF-xB-
dependiente activa la expresidn génica posterior a su translocacion nuclear, la
modificacion post-translacional de subunidades del NF-xB y las interacciones entre
las subunidades del NF-xB y otros componentes de genes especificos reguladores
del NF-xB. Asi, en la busqueda de la base mecanica de determinados efectos de la
biologia y la enfermedad del NF-xB, se debe evaluar, como los genes dependientes
del NF-xB estan regulados en respuesta a diferentes estimulos para mediar efectos
bioldgicos especificos o efectos fisiopatoldgicos. En este sentido, parece probable
que la composicion y el regulador de las interacciones entre el NF-xB y otras

proteinas que comprenden el complejo amplificador (enhanceosomas) del NF-xB

“Por mi raza hablarda el espiritu”



Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan

dependientes subyacen la capacidad de NF-kB para activar determinados genes

programados después de estimulos especificos (Brasier,2006 Keith 2005).
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Figura. 15. La red de sefializacion que activa el NF-xB las interacciones combinatorias a nivel
promotor/complejo amplificador para determinar la especificidad de la accion del NF-xB mediante
la modulacién de redes dependientes de transcripcion de NF-xB. Mdltiples cascadas de
sefializacion activan o contribuyen a la activacion de NF-xB por la modulacion de su
translocacién nuclear y la modificacion postraduccional. Después de la translocacién al nicleo,
el NF-xB es capaz de unirse a multiples promotores, contribuyendo a la formacién del complejo
amplificador (enhanceosoma). Algunos genes se activan directamente por la accion de NF-«xB,
mientras que para otros promotores u otros componentes del complejo amplificador son
limitantes de la velocidad. En ultima instancia, las interacciones especificas entre los
componentes del del complejo amplificador, incluyendo NF-xB, determinan si el gen se
transcribe, la amplitud de la activacion (o represion) y la cinética de la activacion. Dado que
algunos de los otros factores de transcripcion y co-factores se expresan o se activan con
cascadas de sefializacion celular, el complejo amplificador representa un nivel de integracion de
la sefial, ademas de los conocidos por estar involucrados en la activacién del NF-xB. EI NF-xB
esta situado en un centro importante en la red de sefializacion celular en general y la potencia
especifica de redes dependientes de transcripciéon del NF-xB determina efectos celulares
especificos, como se indica. Los diagramas de la derecha representan diagramas ejemplares de
red, que muestra cémo la integracion diferencial de sefiales puede resultar en una salida
diferente (proteccion frente a lesiones) los genes que se expresan dependen del NF-xB.
(Sombra de puntos refleja actividad/niveles de expresion.) Modificado de Keith, 2005).
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4.4.4.- Genes dependientes de NF-xB

El NF-kB es conocido por regular mas de 200 genes de expresion en numerosos
tipos de células en respuesta a una variedad de estimulos. Una breve lista de genes
dependientes del NF-xB conocidos por afectar la biologia cardiovascular se
presentan en la Tabla 2. El NF-xB regula los genes que afectan la produccién de
oxido nitrico, biosintesis de prostaglandinas, el manejo del calcio, la funcion
contractil de cardiomiocitos, la supervivencia celular, la muerte celular, regulacion del
ciclo celular, respuesta a estrés, las proteinas antioxidantes, remodelacion de la
matriz extracelular, adhesion celular, factores natriuréticos, los genes de respuesta
temprana, citocinas, receptores de citocinas, proteinas quimioatrayentes, la
telomerasa y la proteina C-reactiva. Ademas, el NF-xB activa los genes que
codifican la transcripcion entre ellos las subunidades p65, c-Rel , NF-kB-1 y NF-«B-
2, asi como las proteinas inhibidoras IkBa, IkBj, IkBe y IkBL. De la identidad de
estos genes, es obvio que el NF-xB juega un papel importante en multiples aspectos
potencialmente importantes en la biologia cardiovascular normal, asi como de la
funcién de la fisiopatologia cardiaca. Curiosamente, el NF-kB regula la expresion de
genes que estan involucrados en respuestas opuestas, tales como, el crecimiento o
la muerte celular (Keith 2005, Kim 2010).

Delinear los detalles mecanicistas de esta red tiene importantes implicaciones para
la comprension del papel del NF-xB y sus genes ‘rio abajo” en estados de
enfermedad cardiovascular y de desarrollar intervenciones terapéuticas basadas en
la optimizacion de los efectos beneficiosos y reducir o bloquear los efectos

perjudiciales de la sefalizacion del NF-kB(Keith, 2005).
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Tabla 2. Lista breve de los genes dependientes de NF-kB que pueden afectar la decision
entre la muerte celular o supervivencia y lesiones o proteccion en el corazén. Los genes
gue son conocidos por regular o por tener sitios de union de promotores de NF-kB en el
ADN vy activados o reprimidos después de I/R, o que participan en los procesos
fisiopatoldgicos relacionados con I/R, proteccidén cardiovascular o PC (precondicionamiento

isquémico).

Tipo de Gen

Genes especificos

La muerte celular/apoptosis

Otros genes activados y con
efecto después de la lesiéon

I/R o inflamacién
Pro-supervivencia/anti-apoptoticas

Genes cardioprotectores

Receptor de la bradicinina B1
Genes activados después de I/R que
son modificados por PC isquémico

Los factores de transcripcién implicados
en la lesiéon I/R o cardioproteccion

NOS vy la biosintesis de prostaglandina
Genes de manejo de calcio

Genes relacionados con las citocinas

Genes relacionados con NF-xB
Genes de respuesta al estrés

Genes de adhesion celular

FasL, Fas [CD95], Bax, p53 Bad, caspasa 8,
caspasa 11
Factor tisular-1, activador del
plasmin6geno[PAI-1], el receptor activador
proliferador de peroxisoma g[PPARY]

Bcl-XL, Bcl2, IAP1 / 2, XIAP, A20, IEX-1

FGF1 / 2, B-cristalina, factor de crecimiento
(VEGF), 12-
lipoxigenasa (12-LO), receptor de adenosina
Al.

del endotelio vascular

INOS, Cox2, HO-1, proteinas de choque
térmico 27,70, inhibidor del activador del
plasminégeno-1

junB, NF-xB1, NF-xB2, RelB, Stat5a, Statl,
Stat3, c-myc, c-myb, c-Rel, IRF1/2/4/7, A20
iINOS, nNOS, eNOS, Cox 1, Cox 2

PLN, SERCA, Ryr, calsecuestrina

TNF-a, IL-1f3, IL-6, IL-10, IFN-y, CT-1, LIF,
TNFR1 [p80], TNFR2 [p75], TRAF1, TRAF2
p65, p50, IkBa, 1B, IkBe

angiotensina 11,citocromo p450, MAP4K1

La fibronectina, ICAM-1, VCAM-1, P-

selectina, selectina E
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4.5.- Transduccion de sefales y el NFkB: La activacion de la Via Candnica del
NF-kB y las Enfermedades cardiovasculares

Los estudios en células inmunoldgicas han proporcionado mucha de la informacién
sobre los componentes ampliamente aceptados sobre la sefializacion de esta via.
Como se muestra en la Figura 16, ésta cascada, a menudo descrita como lineal y
directa en vez de red, presenta enlaces de estimulos extracelulares a la activacion
de la expresion génica. La sefalizacion de NF-xB se inicia a través de la
fosforilacidon de estimulos inducidos de inhibidores-kB (IxB) en dos residuos de
serina conservados (es decir, Ser-32 y Ser-36) y/o un residuo de tirosina (Tyr-42).
Este paso inicial, es esencial en la orientacion para la degradacién del 1kB que esta
normalmente catalizada por las cinasas inhibidoras kappaB (IKKs), que forman un
complejo macromolecular de sefializacién que comprende una subunidad reguladora
(IKKy) (También denominado NF-xB esencial modificador o NEMO), y dos cinasas,
IKKa e IKKB) (R. Brasier, 2006). La Fosforilacion del 1kB facilita su poliubiquitinacion
y su degradacion subsiguiente. La pérdida del inhibidor desenmascara una
secuencia de localizacion nuclear de dimeros del factor de transcripcion, mas
comunmente encontrados como el dimero p65/p50, promoviendo su translocacion al
nacleo, donde el NF-kB se une a secuencias especificas dentro de los promotores o
regiones potenciadoras dentro de los genes diana (Gentzon, 2006, Brasier, 2006).

La respuesta del NF-xB es a menudo transitoria ya que el factor de transcripcion
facilita su propia inactivacion. Como se muestra en la Figura 17, el NF-xB activa la
transcripcion del gen de la proteina IkBa. y una vez expresada, el IkBa re-ingresa en
el ndcleo donde se une y desplaza los dimeros NF-«B del ADN. Este complejo
IxB/NF-xB es entonces transportado fuera del compartimiento nuclear a través de un
mecanismo de exportacién nuclear mediada CRML1 y regresa al citoplasma como un
complejo transcripcionalmente inactivo.

En los ultimos afios, muchos de los elementos clave de este itinerario lineal,
candnico se han identificado en los miocitos cardiacos. Por ejemplo, la exposicion
de las células cardiacas a varios estimulos, incluyendo LPS, citocinas, especies
reactivas de oxigeno e isquemia-reperfusion, activan IKK mediada por la
fosforilacion del IkBa. Ademas, el intercambio del citoplasma al nucleo del dimero
p65/p50 se ha confirmado en miocitos cardiacos, principalmente mediante una
combinacion de ensayo de movilidad electroforética que emplean kB que contiene la

secuencia de sondas combinadas con los ensayos de geles supershift que
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confirman la identidad de las proteinas dentro de estos complejos de union kappa B.
Una apreciacion creciente de NF-«xB como un mediador central de diversas
patologias cardiacas ha llevado a la idea de que la inhibicibn completa de esta via
sera beneficiosa en el ajuste del estrés y la enfermedad cardiaca. Asi, varios
investigadores han utilizado el modelo clasico de activacion del NF-«xB para
desarrollar estrategias terapéuticas que inhiben varios pasos en la cascada de
sefalizacion candnica. Por ejemplo, la inhibicion farmacologica de la actividad IKK,
con agentes tales como pirrolidina ditiocarbamato (PDTC) y aspirina, o la inhibicién
de la via proteolitica proteosoma con lactacistina o 132-MG, inhibe la activacion de
NF-xB vinculado con la hipertrofia cardiaca, la produccién de citocinas de miocardio,

el estrés oxidativo del miocardio y remodelacion cardiaca (Gentzon 2006).

Il(Ka. Fosforilacién *50 Muerte celular/apoptosis

IKKy KKy FasL, Fas [CD95], Bax, p53, Bad,
Complejo IKK caspasa 8,.casp.asa 1.1 B
Pro-supervivencia/anti-apoptéticas
Bel-XL, Bel2, IAP-1/2, A20
Genes cardioprotectores
B-cristalina, factor de crecimiento del
endotelio vascular (VEGF), 12-
lipoxigenasa (12-LO), receptor de
adenosina A1
Genes relacionados con las citocinas
TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-10, IFN-y
Genes de adhesion celular
La fibronectina, ICAM-1, VCAM-1,
P-selectina, selectina E
Genes de respuesta al estrés
Citocromo p450, MAP4K1
Genes relacionados con NF-xB
p65,p50,lkBa, IkBp.IkBe

nce

Ubiquitina E3-SCF"
Complejo de ligasa

Degradacion

Ub-Ub-Ub

Proteosoma 26S & '
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Ndcleo

Figura 16.- Activacion de la via canénica del NF-xB. Los estimulos inducidos por la
activacion del complejo multimérico IKK, llevan a la fosforilacién y la degradacion mediada
por el proteosoma del 1kB. Este proceso libera dimeros del NF-xB vy facilita su translocacién
desde el citoplasma al ndcleo. La union al ADN de dimeros de NF-kB facilita la activacién o
represién de la transcripcién génica (Modificado de Gentzon, 2006).
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Figura. 17 IkB mediada por la exportacion nuclear de subunidades NF-xB. (1)
subunidades de NF-kB nuclear activa la transcripcion de genes I1kB. (2)El kB resintetizada
ingresa al nicleo se une a los dimeros NF-xB transcripcionalmente activos. (3) Complejos
NF-kB-IkB se exportan al citoplasma. (4) dimeros NF-kB inactivos son retenidos en el
citosol en reposo de Complejos NF-xB/IkB (Modificado Gentzon, 2006)

4.5.1.- Las subunidades transcripcionales

En los miocitos cardiacos solo p65, p50, p52 y RelB han sido identificados hasta la
fecha. Aunque los estudios detallados que identifica todas las especies diméricas
en corazon no se han realizado, parece que el NF-xB depende de la activacion
transcripcional o la represion regulada principalmente por dimeros de p65/p50 o
p50/p50 respectivamente (Gentzon 2006). Varios estudios proporcionan indicios
intrigantes de la importancia funcional de esta diversidad de sefializacion del NF-xB
en el corazon. La Miotrofina/V1, se eleva en corazones dafiados de humanos, asi
como en ratas espontaneamente hipertensas donde actia como chaperdon de la
cremallera de NF-kxB/p50 en el cambio de trans-activacién de heterodimeros para
trans-represion de homodimeros. Estos estudios revelan los reordenamientos
intrigantes de las proteinas del NF-kB que podrian estar reguladas por mecanismos
novedosos y subrayan la importancia de los cambios en los patrones de
dimerizacion del NF-xB en la fisiopatologia de la enfermedad cardiaca. Sin
embargo, se requieren mas estudios para poder caracterizar mejor los detalles
moleculares de este proceso en condiciones normales e insuficiencia miocardica.
Los enfoques terapéuticos que cambian el equilibrio de dimeros NF-kB pueden
ofrecer nuevos mecanismos para modificar la sefalizacion NF-kB en las células del

corazon (Gentzon 2006).
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4.5.2.- Los Inhibidores citosolicos

Como se representa en las Figuras 16 y Figura 17, una caracteristica crucial de la
sefalizacion del NF-xB es el secuestro de dimeros inactivos del NF-xB en el citosol
de las células quiescentes por la proteina inhibidora IxB. Las subunidades del NF-xB
pl00 (precursor de NF-kB/p52) y pl105 (precursor de NF-kB/p50) se consideran
como precursores de estas proteinas que cada una contiene una regién C-terminal
de repeticiones de anquirina homologas a otros miembros de la familia I1kB. Hasta la
fecha, solo IkBa, 1kBf, IkBe Bcl-3, p100 y p105 se han identificado en el corazon.
Cada una de estas proteinas exhibe una capacidad Unica para modular la duracion
de la actividad transcripcional del NF-xB. En concreto, el IkBa contiene una
secuencia fuerte de exportacion nuclear (NES), lo que le permite terminar la
activacion de genes regulados por el NF-kB mediante la union al ADN y exportar los
dimeros asociados al NF-kB hacia el citoplasma (Figura 17). A la inversa, el 1kBj
carece de este dominio de transporte, una caracteristica que permite a esta
molécula facilitar la activacion sostenida del NF-xB para antagonizar al IkBa
mediante la exportacion nuclear. El IkBe tiene un NES débil y exposicion moduladora
del NF-«xB de efectos intermedios entre el IkBa y IkBf. En concreto, mientras el IxBe
es capaz de mediar la exportacidon nuclear de dimeros NF-xB pero es menos
eficiente que el IkBa que produce un curso de tiempo mas sostenido en la actividad
del NF-xB nuclear. A pesar de las importantes funciones de estas diversas
moléculas inhibidoras especializadas, poco se sabe de su funcion especifica en las

células del corazon (Gentzon 2006).

4.6.- EI NF«B y la Enfermedad Cardiovascular

En el sistema cardiovascular, la activacion de NF-xkB est4 asociada con el rechazo
de trasplantes, miocarditis, restenosis, lesion por isquemia/reperfusion miocardica e
infarto cardiaco, dilatacion e insuficiencia cardiaca, hipertrofia de los cardiomiocitos y
la aterosclerosis, donde desempefia multiples funciones en la proliferaciéon de
células musculo liso, disfuncion endotelial y ruptura de la placa. El NF-xB se activa
en cardiomiocitos por TNF-a, proteinas G acoplados a agonistas y por estrés
oxidativo. El NF-kB se expresa en una variedad de tipos de células en el sistema
cardiovascular, incluyendo cardiomiocitos, células endoteliales, musculo liso,
macréfagos y fibroblastos. Experimentalmente, el NF-xB esta implicado en los

fendbmenos cardioprotectores incluyendo precondicionamiento isquémico (PC) y en
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modos de cardioproteccion farmacologica. Tomando en conjunto, estos resultados
apoyan la hipotesis de que el NF-xB es principalmente anti-apoptética y
cardioprotector. Existen varias lineas de evidencia de que la activacion del NF-xB
esta implicado en la provocacion de la muerte celular después de I/R in vivo. Por lo
tanto, existe una controversia sobre el papel de NF-«B en la muerte celular y en el
infarto de miocardio después de lesion isquémica en el corazén (Keith, 2005).

El efecto del NF-xB en la supervivencia celular/apoptosis puede tener consecuencias
para el desarrollo del sistema cardiovascular. La inhibicion quimica de la activacion
del NF-xB por el inhibidor BAY 11-7085 en embriones de pollo afect6 el desarrollo
cardiaco a los 6 dias después de la administracion del inhibidor. Se conoce también
que las subunidades del NF-kB estan implicadas en el desarrollo cardiaco.
Actualmente estudios genéticos usando 6rganos o células especificas “knockouts”
estdn obligados a justificar las observaciones realizadas con el inhibidor
farmacoldgico del NF-kB y estudiar mas a fondo el efecto del NF-xB en el corazén
sucesivamente. Mientras que en el adulto, el NF-xB puede presentar un papel
beneficioso o bien perjudicial en el sistema cardiovascular. En la configuracién de
ciertas patologias, la via de NF-xB estd mas o menos estimulada y conduce a
alteraciones en la sefializacion y en consecuencia a la expresion génica, lo que
contribuye a la patologia de la enfermedad. La via no candnica ha sido estudiada
principalmente en los linfocitos y la informacién sobre el papel en otros tipos de
células hace falta, es por lo cual se ha centrado en buscar la participacién de la via

candnica en la salud y la enfermedad cardiovascular (Kim, 2010).

4.6.1.- Objetivo transcripcional del NF-xB en células cardiovasculares

El NF-xB regula muchos procesos en el sistema cardiovascular, incluyendo la
inflamacion, la supervivencia, diferenciacion y la proliferacion celular. Las citocinas
pro-inflamatorias y productos microbianos inducen la sefalizacion del NF-xB, lo que
resulta en la regulacion transcripcional de genes pro-inflamatorios, incluyendo
citocinas, quimiocinas y moléculas de adhesion (Tabla 2), que promueven el proceso
inflamatorio. ElI NF-xB también controla la viabilidad celular mediante la activacion

transcripcional de los inhibidores de la apoptosis (Tabla2) (Kim 2010, Keith, 2005).
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4.6.2.- Infarto de miocardio y lesion por reperfusion

El IM se produce por la interrupcién del suministro de sangre al corazoén, tipicamente
como resultado de la ruptura de la placa aterosclerética en una arteria coronaria. La
reduccion en la perfusion del miocardio posteriormente puede llevar a la muerte
regional de los cardiomiocitos y pérdida de la funcion (infarto) (Figura 18y 19).

Los tratamientos actuales empleados para restaurar el flujo sanguineo en el
miocardio isquémico trombolitico, incluyen; terapia, PCI (intervencion coronaria
percutanea) y CABG (injerto de derivacion de la arteria coronaria), la cirugia.
Paradé¢jicamente, este proceso también puede causar lesion tisular mediante la
activacion de la inflamacion miocardica y apoptosis de los cardiomiocitos. EI NF-xB
es un regulador central de las respuestas cardiacas a la isquemia y la reperfusion.
Es activada por citocinas proinflamatorias (por ejemplo, TNF-a y la IL-1) y los
ligandos endoégenos para TLRs que se generan en respuesta a la
isquemial/reperfusion. Ademas, la isquemia/reperfusién conduce a alteraciones en la
disponibilidad de oxigeno que puede activar el NF-xB. En condiciones de normoxia,
IKKB se degrada en respuesta a la hidroxilacién por una enzima llamada PHD1
(prolil hidroxilasa 1). La isquemia conduce a la hipoxia que puede suprimir la funciéon
PHD1, mejorando asi la expresion IKKB para la activacion del NF-xB. La hipoxia
también activa el NF-xB por fosforilacién del 1kBa en residuos de tirosina. Ademas
de estos mecanismos, la hipoxia también eleva la expresion de subunidades del NF-
kB a través de HIF1 (factor inducible por hipoxia 1) dependiente de la activacion
transcripcional de las subunidades de genes del NF-kB. La re-oxigenacion de los
tejidos hipéxicos durante la reperfusion también puede activar el NF-xB via induccién
de ROS. Los mecanismos moleculares que subyacen a la activacion del NF-xB por
ROS operan en mdltiples niveles e incluyen ROS dependiente de la activacion de
IKK y ASK1 (sefial de apoptosis de regulacion de la cinasa 1, MAPKKK) (Keith,
2005). Asi, la isquemia de miocardio o isquemia/reperfusién conduce a la activacion
de NF-xB en varios tipos de células en el miocardio, que a su vez induce proteinas
pro-inflamatorias, incluyendo las proteinas de adhesion ICAM-1 y P-selectina, en
células endoteliales coronaria, resulta en reclutamiento de leucocitos. Este proceso
se ha documentado en numerosos estudios clinicos. Por ejemplo, Valen y
colaboradores demostraron que la activacion del NF-xB (p50/p65), va acompafiado
por un aumento en la expresion de ICAM-1, TNF-a y IL-1B, en la

isquemia/reperfusion de miocardio en el tejido auricular humano muestreada durante
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la cirugia a corazén abierto. Como la inflamacion puede conducir a la lesion de los
tejidos, también se ha sugerido que la activacion del NF-xB durante la
isquemia/reperfusion de miocardio es perjudicial. Esta idea es coherente con la
observacion de que el bloqueo del NF-xB utilizando inhibidores farmacolégicos u
oligonucledtidos reduce el IM en modelos animales, el NF-xB también ejerce efectos
protectores en el infarto miocardico por isquemia/reperfusién. De hecho, los estudios
en un modelo murino de IM reveld que la activacion del NF-xB es esencial para la
proteccion de los cardiomiocitos de la apoptosis a través de la induccion de genes
citoprotectores incluyendo c-IAP1 y Bcl-2. El NF-xB puede regular positivamente la
liberacion de SCF (factor de células madre), que es responsable de la toma de

referencia de (potencialmente beneficioso) células madre cardiacas al sitio de la
lesion (Kim, 2010).
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Figura 18.- Efectos paradojicos de la activacion del NF-kB en el corazon. La interferencia
con la activacion de NF-xB puede resultar en la induccion de la apoptosis durante el
desarrollo del corazén de pollo, que hacen tope al hablar de su regulacion restringida. En el
corazén de adulto especialmente en la isquemia reperfusion (I/R) hay un estimulo intenso
generado por el estrés oxidativo, que permite la transcripcion de proteinas pro-inflamatorias
en las células endoteliales y causa dafio miocardico. Si, por el contrario, existe un estimulo
de una intensidad moderada, como el del pre-acondicionado isquémico I/P, NF-kB activa
genes anti-apoptoticos y el miocardio recibe proteccion. Ademas, en la I/P el NF-xB puede
inhibir la activacion de genes inflamatorios que en la I/R causan dafio miocardico asociada a
I/R. Sin embargo, en las enfermedades cardiacas el NF-xB esta desregulado y se activa
constantemente (Modificado Hernandez, 2008).
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Figura 19.- Los efectos de bloqueo genético de NF-kB después de la isquemia reperfusion
(I/R) y la oclusion coronaria permanente (PO). El diagrama de arriba a la izquierda muestra un
corazon idealizada en seccion transversal manchado para la evaluacion del tamafio del infarto.
A la derecha estan las secciones representativas de tipo salvaje (arriba) y 1xBa corazones 3M
(abajo). La gréfica en la parte inferior derecha muestra los resultados de estos estudios con
grupos de tipo salvaje y IkBa. corazones 3M sometidos a I/R (30-minutos de oclusion, 24-horas
reperfusion), I/R (45-minutos de oclusion, 24-horas de reperfusion) o PO (24-horas oclusion
coronaria, no de reperfusiéon). A la izquierda de la gréfica es una representacion de los
protocolos utilizados por I/R y PO en estos estudios. Brevemente, los ratones fueron
anestesiados con pentobarbital sédico, entubado, y se realiz6 la toracotomia lateral como se
ha descrito previamente. Después de la toracotomia, un trozo de sutura de nylon 8-0 se
coloco alrededor de la izquierda de la arteria descendente anterior (LAD) 2-3 mm desde la
punta de la auricula izquierda. Un trozo de tubo de silicona blanda se colocé entre la sutura y
la arteria, y la isquemia se logré mediante la vinculacién de la sutura. Oclusion coronaria fue
de 30 minutos, 45 minutos, o era permanente (PO). EIl tamafio del infarto se determiné
después de 24 horas como se describe. Estos datos apoyan que la actividad del NF-xB
contribuye al desarrollo del infarto después de la I/R (es decir, mas grande del infarto cuando
NF-xB esta bloqueada; pero es anti-apoptotica celular después de PO. Los datos reportados
por Misra y colaboradores apoyan que después de PO, la actividad de NF-xB bloquea la
apoptosis debido a la sobre regulaciébn de genes anti-apoptéticos como Bcl2 y PAI-1.
(Modificado de Keith 2005)

4.7.- Relacién del Sistema Renina Angiotensina (SRA) con el Infarto Agudo del
Miocardio (IAM)

4.7.1 Breve descripcion del Sistema renina-angiotensinay el NF-xB

El SRA se ha convertido en uno de los enlaces esenciales en la patofisiologia de la
enfermedad vascular. La angiotensina Il (Ang Il), es el péptido principal del SRA, se
consideré como una hormona vasoactiva pero en los ultimos afos, este punto de
vista se ha modificado, por la de un factor de crecimiento que regula la
proliferacion/apoptosis y fibrosis. Recientemente, este punto de vista se ha
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ampliado con un concepto novedoso. Se indica que la Ang Il participa en la
respuesta inflamatoria, actuando como mediador proinflamatorio. En las células
vasculares residentes, la Ang Il produce quimiocinas, citocinas y moléculas de
adhesion, que contribuyen a la migracion de células inflamatorias en la lesion tisular.
Estos ultimos efectos sobre la expresion génica estan mediados, al menos en parte,
a través del factor de transcripcion nuclear- kB. A través de estas acciones, la Ang Il
aumenta la inflamacion vascular, induce la disfuncién endotelial y al hacerlo mejora
el proceso aterogénico. La Ang Il también es un factor quimiotactico y mitogénico
para las células mononucleares. Ademas, otros componentes del SRA también
podrian estar involucrados en la patogénesis de las enfermedades cardiovasculares.
La Ang Il comparte algunas de sus propiedades con Ang Ill, incluyendo la
quimiotaxis y la produccién de factores de crecimiento y quimiocinas. Todos estos
datos demuestran claramente que la Ang Il es una citocina y muestra la complejidad
del SRA en procesos patoldgicos y proporciona algunas respuestas mecanicistas de
los efectos beneficiosos del tratamiento con bloqueadores del SRA en las
enfermedades cardiovasculares (Ruiz,200, Brasier, 2002).

4.7.1.1.- El Sistema Renina-Angiotensina

Es una cascada proteolitica conectada a un sistema de transduccion de sefiales, en
el que la renina escinde el decapéptido angiotensina | (Ang ) del dominio N-terminal
del angiotensinégeno. El rifibn es el Unico sitio conocido en donde la prorrenina es
convertida en renina y la Unica fuente de renina plasmatica. El higado es el lugar
mas importante de expresion del gen del angiotensindgeno, pero el RNAm del
angiotensindgeno se expresa en varios lugares extrahepaticos, incluidos el cerebro,
grandes arterias, el rifion, tejido adiposo y el corazén. Se ha estimado que mas del
85% de la angiotensina | se forma dentro de los tejidos, mas que en el plasma.
Hasta ahora no hay pruebas de que la sintesis local de angiotensindgeno afecte la
velocidad de formacién de angiotensina | en los tejidos (Santeliz, 2008).

El SRA esta implicado en el control de la funcion cardiovascular y del equilibrio
hidroelectrolitico e integrado por diferentes péptidos y enzimas que conducen a la
sintesis de la Ang Il. La Ang Il se une y estimula receptores especificos, los ATy,
responsables de las acciones clasicas del péptido como vasoconstriccion, retencion
de agua y sodio o proliferacién celular, y los AT, con efectos contrarios. Los AT; se
expresan en numerosos territorios, mientras que los AT, se encuentran solo en
algunos Organos y se activan en condiciones de estrés (Tabla 3).
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Tabla 3. Efectos de estimulacién de los receptores de Ang Il.

Sitio AT, AT,
Arterias Vasoconstriccion Vasodilatacion
Induce apoptosis Promueve la apoptosis del musculo
Hipertrofia vascular liso
Aumenta la expresion del Fomenta en forma indirecta la
factor de crecimiento produccion de ON por estimulacion
endotelial vascular de la ENOs
(VEGF) fomentando Bloguea la accion de radicales libres
la angiogénesis y
remodelacion vascular
Disminuye la expresion de
los AT,
Efecto inflamatorio
vascular y endotelial
Corazon Contractilidad Antihipertrofia
Aumenta la hipertrofia Disminuye la apoptosis de miocitos
(proliferacién de miocitos y Disminuye la expresion de los AT1
colagena)
Induce apoptosis
S.N Aumenta la act. simpatica Neuroproteccion (apertura de los
Aumenta H. antidiurética canales rectificadores retrasados de
(Sed) K+ y cierre de los canal canales de
Cat+)
Reparacion nerviosa
Promueve la diferenciacion celular
Endotelio Aumenta la sintesis de Fomenta en forma indirecta la
radicales libres produccion de ON por estimulacion
Induce apoptosis de la ENOs
Disminuye sintesis de ON Regula la apoptosis
Aumenta la expresién del Bloguea la accion de radicales libres
PAI1(efecto Antiaterogénico
procoagulante) Promueve la diferenciacion celular
Activa a la Cox-2 Antiproliferativo
Expresion del factor de Reparacion de tejido
crecimiento endotelial Disminuye la expresion de los AT1
vascular (VEGF)
fomentando la
angiogénesis y
remodelacion vascular
Rifion Retencién Na+ Vasodilatacion aferente

Suprarrenales

Otros

Inhibicién renina

Libera catecolaminas
Libera aldosterona

Libera Ca++

Inhibe la proliferacion y crecimiento
celular, regula la Apoptosis vy
Bradicinina

“Por mi raza hablarda el espiritu”




Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan

El conocimiento del SRA se inicid6 en 1889 con la descripcion por Tirgested de la
renina como una sustancia presora aislada del riidn de conejos y su esquema
bésico quedd establecido en 1957 cuando el grupo de Skeggs que describieron el
angiotensindbgeno como sustrato de la renina, tras haber descrito previamente la
enzima convertidora de angiotensina (ECA), encargada de convertir la Ang | en Ang
II. El descubrimiento de los receptores especificos y sobre todo, la introduccion en
terapéutica de los inhibidores de la ECA (IECA) y de los antagonistas de los
receptores AT; (ARAIl) abrieron nuevos caminos terapéuticos y facilitaron la
comprension del SRA. Sin embargo, en ese momento, habia un amplio escepticismo
sobre el papel del SRA en la enfermedad cardiovascular. La aparicién de un nuevo
grupo de farmacos, los inhibidores directos de la renina (iDR), ha contribuido

también a aumentar el interés por el SRA.

Como se ha comentado el esquema basico del SRA quedd establecido hace mas de
50 afios. Su activacion se inicia con la liberacion desde el rifion de la renina
sintetizada en el aparato yuxtaglomerular. Esta enzima actia sobre el
angiotensindégeno, una globulina de origen hepético, constituida por 14 aminoacidos
y la transforma en un decapéptido Ang I, que se convierte en el octapéptido la Ang Il
por accion de la ECA, que es también la responsable de la degradacion de la
bradicinina, un potente vasodilatador (Figura 20). Cuando en la década de los afios
1970 se introdujo en terapéutica el Captopril, primer iECA, se conocia la importancia
del SRA en el control de la presion arterial pero faltaba mucho por saber sobre su
importancia en la enfermedad cardiovascular. Una intensa investigacion basica y
clinica ha permitido el descubrimiento de nuevos componentes y mejorar el
conocimiento de los procesos fisiopatoldgicos que se relacionan con el SRA. No
obstante, desde el punto de vista terapéutico el desarrollo ha sido mucho mas lento
(Morales,2010, Fyhrquist,2008).

“Por mi raza hablarda el espiritu”



Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan

[Angiotensinégeno] " Cininogeno |

lRenina J Calicreina |
\ 4

( Ang -1 " Bradicinina |

l ECA —m»

w

Ang I | Eragmentos inactivos J
. 2
g
(ATIR ] (AT2R)
e R\

Vasoconstriccion
Libera Aldosterona
Libera ADH

Hipertrofia

Proliferacion

Fibrosis

Estimulacion CNS |
-

_4

Figura 20.- Una vision simplificada de la circulacién 'clasica’ del sistema renina-
angiotensina. Flechas enteras (—) Indican vias; la importancia clinica de los cuales se
ha demostrado. Flecha de puntos (---# Indica la via deducida a partir de experimentos
con animales o en cultivos celulares, sin embargo, aln no se ha demostrado de forma
concluyente que sea clinicamente relevante (Modificado de Fyhrquist, 2008).

El sistema se ha ido haciendo mas complejo (Figura 21) y se han descrito nuevos
componentes. La Angiotensina Il (Ang Ill), es un heptapéptido que contiene los 7
altimos aminoéacidos de la Ang I, por lo que se le conoce también como
Angiotensina 2—-8, que se produce por accion de la aminopeptidasa A sobre la Ang
II. La Angiotensina IV (Ang IV) o Angiotensina 3-8, procede de la Ang lll por accién
de la aminopeptidasa N. Ambas son activas y la Ang lll puede actuar, igual que la
Ang Il, sobre los receptores AT; y AT,, mientras que la Ang IV tendria como diana
una amino peptidasa regulada por insulina (AMPRI, en inglés IRAP). La
Angiotensina 1-7 (Ang 1-7) es un heptapéptido con efecto vasodilatador vy
antiproliferativo, que se produce a partir de la Ang | por accion de una endopeptidasa
0 desde la Ang Il por accion de la enzima convertidora de angiotensina 2 (ECA2),
enzima que puede también producir Angiotensina 1-9 (Ang 1-9) a partir de la Ang .
Este nonapéptido puede, a su vez, generar Ang 1-7 por accién conjunta de una
endopeptidasa y de la ECA. Se ha descrito que la Ang 1-7 tendria su propio receptor
en un Oncogén Mas. Ademas de estos nuevos péptidos no debe olvidarse la
posibilidad de sintesis de Ang Il por vias no relacionadas con la ECA, en especial
gracias a la quimasa, una enzima con escaso papel en condiciones fisioldgicas pero
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que se sobre expresa en pacientes con enfermedad coronaria o renal y en

diabéticos.
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Figura 21.- Esquema general de las fases del Sistema Renina-Angiotensina (SRA)
(Morales, 2010).

4.7.1.1.1.- Vias alternas de generaciéon de la Ang Il

La angiotensina Il puede ser enzimaticamente generada a partir de Ang | por
quimasa (Figura 22) en ciertas condiciones patologicas. La quimasa se almacena
en el complejo macromolecular con proteoglicanos de heparina en los granulos
secretores de los mastocitos. Para convertirse enzimaticamente activa, la quimasa
complejada debe ser liberada de los granulos de los mastocitos, por ejemplo por
dafio vascular causado por abombamiento u otros dafios. Por lo tanto, la quimasa
es enzimaticamente inactiva en el tejido vascular normal y puede producir Ang Il sélo
en las paredes arteriales dafiadas o ateroscleréticas. Es de sefialar que inhibidores
endogenos de la proteasa de serina presentes en el fluido intersticial son potentes
inhibidores de la quimasa (Fyhrquist, 2008). También, ahora se sabe que muchos
tejidos, incluidos los vasos sanguineos, rifiébn, corazon y cerebro son capaces
también de generar en forma local Ang Il a través de vias no dependientes de la
ECA (vias no-ECA) como la via de la quimasa, carboxipeptidasa, catepsina G,

(teniendo como sustrato la angiotensina I) y a través de la via de catepsina, tonina y
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activador del plasminogeno tisular (teniendo como sustrato el angiotensinGgeno)
(Santeliz, 2008, Brasier, 2002).

4.7.1.1.2.- Las nuevas angiotensinas

Como hemos comentado anteriormente ademas de la Ang | y la Ang Il se han
descrito otros 5 péptidos componentes del sistema. La angiotensina Il o
angiotensina 2-8 fue descrita en los afios 70, puede causar vasoconstriccion y
liberacion de aldosterona. Se genera a partir de Ang Il por la aminopeptidasa A
(Figura 21), la Ang lll ejerce sus acciones, en principio, similares a las de Ang Il, a
través de receptores AT; y AT,. Aungue la Ang Il es considerada como el principal
efector del RAS,la Ang Ill puede ser tanto o mas importante en algunas acciones
mediadas por los receptores AT, por ejemplo, la liberacion de vasopresina.

La angiotensina IV o angiotensina 3-8 puede ser generada a partir de Ang Il por
aminopeptidasa N (Figura 21). Este péptido biolégicamente activo ha captado el
interés creciente tras el descubrimiento y clonacion de los receptores de insulina
reguladas amino peptidasa (IRAP), un sitio de union y un receptor probable (AT,) de
la Ang IV. Las acciones de la Ang IV mediadas por IRAP (Figura 22) incluyen
vasodilatacion renal, hipertrofia y la activacion del NF-xB que conduce a una mayor
expresion del inhibidor activador de plaguetas-l (PAI-1), proteina quimiotactica de
monocitos (MCP-1), interleucina-6 y el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a). Varios
estudios sugieren que la Ang IV tiene importantes funciones reguladoras en la
cognicién, el metabolismo renal y dafio cardiovascular. La Ang IV regula el
crecimiento celular en fibroblastos cardiacos, células endoteliales y células de
muasculo liso vascular. Parece que la Ang IV esta implicada en la respuesta
inflamatoria vascular y podria por tanto desempefiar un papel en la fisiopatologia
cardiovascular (Santeliz,2008, Morales,2010, Fyhrquist,2008).

La angiotensina 1-7 es un heptapéptido, que se pensé durante mucho tiempo que
carece de acciones biologicas, a pesar de los primeros informes sobre los efectos
biologicos. La importancia de la Ang 1-7 fue destacado por el descubrimiento
relativamente reciente de la ECA2. Esta enzima genera Ang 1-7 a partir de Ang Il.
La Ang 1-7 también puede ser generada a partir de Ang | o Ang Il por otras
peptidasas. Ya en 1988, se demostré que la Ang (1-7) liberaba vasopresina tan
eficazmente como Ang Il a partir de explantes de neurohipofisiaria. Se encontro que
la Ang (1-7) tiene acciones opuestas a las de Ang Il (Figura 22), a saber, los efectos
de vasodilatacion y antitréfico y amplificacion de la vasodilatacién causada por la

bradicinina. Numerosos experimentos sugieren una interaccién importante entre la
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Ang (1-7) y los sistemas de prostaglandinas-bradicinina-NO. La Ang (1-7) se une al
receptor Mas (Figuras 21 y 22) que media las acciones vasodilatadora y
antiproliferativa del heptapéptido (Morales, 2010, Fyhrquist, 2008).

La Angiotensinal—-9 es generada a partir de la Ang | por accion de la ECA2, enzima
gue también participa en la sintesis de Ang 1-7. Se desconoce el papel de este
nonapéptido, pero cada vez hay mas datos a favor de que la ECA2 pueda ser un
importante regulador del SRA al ser capaz de degradar la Ang Il y modular sus
efectos presores. Su expresion aumenta en las células cardiacas después de un
infarto, ademas existen concentraciones elevadas en el rifion y se ha postulado su
papel renoprotector (Morales, 2010). EIl dltimo componente del SRA descrito es la
Angiotensina 1-12 (Al1-12), procedente también del angiotensin6geno pero con 2
aminoacidos mas que la Ang I, de momento sélo se ha demostrado su existencia en
diferentes 6rganos y en tejidos de ratas, con concentraciones elevadas en el
corazon y el rindn, sin embargo, son muy bajas en la pared vascular. Contrae las
arterias aisladas de ratas e in vivo tiene efectos presores que no se producen si el
animal es pretratado con IECA o ARAII, lo que sugiere que este nuevo componente
del SRA puede ser un precursor de la Ang | y que sus efectos estarian mediados por
conversion de la Ang Il. No hay informacién sobre las enzimas que pueden participar
en la sintesis de Ang 1-12 ni en su conversion en Ang | y Ang Il (Morales,2010).

| Angl -8 | | Ang flP—“J . Ang iva-sj ( Ang¢1—7]
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Figura 22. Efectos de péptidos de angiotensina y prorenina/renina mediada por
sus correspondientes receptores (Modificado de Fyhrquist, 2008).

4.7.1.1.3.- La Ang Il y larespuesta inflamatoria vascular
Estudios recientes han demostrado que la Ang Il es un potente agente
proinflamatorio. La Ang Il puede modular algunas respuestas de las células

inmunologicas e inflamatorias, tales como la quimiotaxis, la proliferacion y la
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diferenciacion de los monocitos en macrofagos (Figura 23). Ademas, los inhibidores
de la ECA presentan propiedades inmunomoduladoras. La presencia de una
respuesta inflamatoria en la pared arterial esta descrito en las enfermedades
vasculares, incluyendo la aterosclerosis y la hipertension. La Ang Il esta implicada
en esta respuesta a través de la liberacion de varios mediadores proinflamatorios,
incluyendo moléculas de adhesion, quimiocinas y citocinas. La Ang Il induce la
adhesién de monocitos y neutréfilos a las células endoteliales a través de la
produccion de P-selectina, molécula de adhesion intercelular de tipo 1 y la molécula
de adhesion celular vascular 1 (VCAM-1) en las células endoteliales vasculares y
células de musculo liso in vivo e in vitro. Los pacientes hipertensos presentan niveles
séricos elevados de moléculas de adhesion y los pacientes con enfermedad arterial
coronaria tienen altos niveles de L-selectina en los leucocitos. La disfuncion
endotelial se caracteriza por el aumento en la adhesividad de los monocitos
circulantes y la expresion de moléculas de adhesion como se observo en respuesta
a la Ang Il. En modelos animales, la Ang Il produce disfuncién endotelial, medida
por el deterioro de la vasodilatacion en respuesta a la acetilcolina, inhibidores de la
ECA y mejora la disfuncion endotelial en pacientes con enfermedad arterial
coronaria, lo que sugiere que la disfuncion endotelial es un mecanismo importante

que se promueve en la ateroesclerosis por Ang Il (Ruiz, 2001).
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Figura 23.- Papel de Ang Il en la respuesta inflamatoria en la lesion vascular. La Ang Il
activa las células mononucleares, causando la quimiotaxis y la proliferacién directa. En
tanto residente y células infiltrantes, Ang Il, por NF-xB mecanismos de la via y redox,
hasta regula los mediadores proinflamatorios, tales como moléculas de adhesion,
quimiocinas y citocinas (Modificado de Ruiz, 2001).

4.7.1.1.4.- Vinculacién de SRA con la aterosclerosis.

Una relacion entre la actividad del SRA y el riesgo de infarto de miocardio (IM) fue
sugerido mas de una década atras, cuando se demostrd que la renina se asocio de
forma independiente con el riesgo posterior de infarto de miocardio en un estudio
prospectivo, de pacientes tratados moderadamente hipertensos, conviene mas el
uso de los inhibidores de la ECA en los ultimos ensayos clinicos, en los que los
efectos de los IECA producen reduccion de eventos vasculares isquémicos. En
modelos experimentales de aterosclerosis, un fuerte cuerpo de evidencia apoya el
papel modulador del SRA en la aterogénesis. Las acciones vasoprotectoras de los
inhibidores de la ECA sobre la reduccion de la aterogénesis se han documentado
ampliamente en animales de experimentacion. Por ejemplo, en la aterosclerosis
propensas a ApoE en ratones de deficientes (ApoE ™, el fosinopril inhibidor de la
ECA reduce el tamafio de la lesion ateroesclerotica en un 70% durante un
tratamiento de 12-semanas. El mecanismo por el cual los inhibidores de la ECA
reducen el tamafio de la lesion es algo controvertido porque ECA es una enzima
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critica para la destruccion del vasodilatador bradicinina y la formacién del
vasoconstrictor Ang Il. En la disfuncion de las células endoteliales, una alteracion es
una respuesta vasodilatadora a la acetilcolina, la cual es una de las primeras
caracteristicas fisioldgicas de la aterosclerosis. En la actualidad, se entiende que las
cininas parecen jugar un papel principal en la modulacion de la funcién endotelial, ya
que inhiben la agregacion de plaguetas, estimulan la produccion del activador del
plasmindgeno tisular, bloquean los efectos deletéreos de la LDL oxidada, reducen el
estrés oxidativo en el endotelio y mejoran la sensibilidad a la insulina. Aunque los
inhibidores de la ECA aumentan la produccion de ON endotelial a través de la via de
la bradicinina, lo que influye en el tono vascular, no hay evidencia fuerte de que
actualmente inhibidores de la ECA ejercen su efecto antiaterogénico principalmente
a través de efectos indirectos sobre el metabolismo de cinina. El Valsartan redujo
lesion intimal y el aumento de area de la luz en conejos hipercolesterolémicos.
Aunque se necesitan mas estudios que deben realizarse para determinar sus
efectos en los seres humanos, estos datos sugieren que el bloqueo especifico de la
produccion enddgena de Ang |l es antiaterogénico y sirve para reducir el tamafio de

la placa (Brasier, 2002).

4.7.1.1.5.- Acciones proaterogénicos de Ang Il

La Ang Il tiene acciones potentes y diversas en todo el sistema cardiovascular,
incluyendo la induccion de la vasoconstriccion, la produccion de aldosterona,
hipertrofia cardiaca, proliferacion celular del masculo liso vascular (VSMC) y ROS.
La Ang Il principalmente media su accion vascular a través del receptor tipo Ang Il
subtipo 1 (AT,), la proteina G 7-transmembranal-receptor acoplado a proteina
expresada en las células endoteliales, monocitos y CMLV. La activacion AT; induce
una cascada de respuestas celulares, incluyendo la rapida activacion de la
fosfolipasa C y calcio intracelular y mas tarde, los efectos mas sostenidos mediados

por cambios en la transcripcidén de genes (Brasier, 2002).

“Por mi raza hablarda el espiritu”



g

B
fios
N

3
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlin ==

b

Angiotensinogeno
4\‘ Reclutamiento de ‘,‘
monocitos “
MCP-1 .,,, |

NF-xB ‘
Activado Prr:»teasas %\
VCAM-1 tisular A

.‘“:.' : ,\[l Ang I Célula espumosa
NF-xB (G / ECA h LDL Oxidad
Inactivado = Angll ‘ '( o
Q‘\
NF-x.B."-" . IL-6 \
Activado MCP-1

ROS

Figura 24.- Mecanismos proaterogénicos para la Ang Il producido en la pared del vaso. Un
diagrama esquematico de una placa aterosclerética complejo. Angiotensindgeno circulante se
puede escindir en el decapéptido, Ang I, por la accion de la renina o una variedad de
proteasas tisulares. La Ang | se convierte rapidamente en el octapéptido vasoactivo la Ang I
por la accion de la ECA producida por las células mononucleares de la placa aterosclerética.
La Ang Il induce el reclutamiento de monocitos mediante la participacién en la cascada de
citocinas vascular mediante la mejora de la formacién de ROS. ROS media la induccion de
guimiocinas monociticas (IL-6 y MCP-1) y moléculas de adhesion (VCAM y molécula de
adhesion intercelular ICAM) en CMLV y células endoteliales a través del factor de
transcripcion NF-xB. A finales de la etapa de la aterosclerosis, la Ang Il también altera el
equilibrio fibrinolitico mediante la produccion de activador del plasminégeno-1 (PAI-1) por las
células endoteliales (Modificado de Brasier, 2002).

4.7.1.1.6.- El reclutamiento de células mononucleares

La Ang Il influye en la expresion de moléculas proinflamatorias en la pared del vaso
que influye en mdultiples pasos para el reclutamiento de monocitos en el vaso dafiado
(Figura 24). En las células endoteliales, la Ang Il regula positivamente la molécula
de adhesion celular vascular-1 (VCAM-1), molécula de adhesion intercelular (ICAM-
1), y la expresion de E-selectina a través de una via dependiente de ROS.

En células de musculo liso vascular (CMLV), Ang Il estimula la produccion de VCAM-
1, quimiocinas; proteina quimiotactica de monocitos-1 (MCP-1), citocinas y la IL-6.
La MCP-1 atrae especificamente monocitos y linfocitos T de memoria que expresan
el receptor CCR2, son un tipo de células que estan presentes en todas las etapas de
la lesion aterosclerotica. Se cree MCP-1 tiene funcion de forma local en la pared del
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vaso mediante el establecimiento de un gradiente quimico para atraer monocitos
adherentes y linfocitos T al sitio de la lesidén. Finalmente, la IL-6 es una glicoproteina
abundantemente secretada por monocitos activados y CMLV. Inicialmente descrito
como un factor de crecimiento de células de plasma, hay IL-6 locales (paracrina) o
con acciones de promocion de la proliferacion de células de musculo liso que implica
la produccién local del factor de crecimiento transformante de plaquetas (PDGF).
Ademas, como se discute a continuacion, IL-6 produce efectos sistémicos ya que
estimula la expresion de genes en organos distantes (principalmente el higado). La
capacidad de la Ang Il para inducir la expresion coordinada de las moléculas de
adhesion y quimiocinas luego asegura el reclutamiento de leucocitos mononucleares
en la pared del vaso. Los mecanismos por los que Ang Il induce la expresion de
genes inflamatorios se han investigado extensamente y se ha demostrado que la
Ang 1l inducida por mecanismos de transduccién de sefales se superpone a las
tipicas de las citocinas proinflamatorias, tales como TNF-a. Especificamente, la Ang
Il activa el potente factor de transcripcion citoplasmica, el factor nuclear kappa B
(NF-xB), una proteina que controla las redes de quimiocinas, el factor de
crecimiento, modulacion y control de la traduccién y los genes celulares de
supervivencia. EI NF-xB es una familia de proteinas inducibles de union al ADN que
esta regulado por el procesamiento de proteinas y por asociacién con una familia de
inhibidores citoplasmicas los IkBs. Curiosamente, Ang Il tiene acciones pleiotrdpicas
en multiples puntos de la via de activacion de NF-xB en las CMLV. La Ang Il no sélo
induce la translocacién de los secuestrados citoplasmicos del complejo NF-xB a
través de la protedlisis especifica de los inhibidores (IxkBs) sino que también induce
el procesamiento de la forma de unién al ADN, NF-kB1, y la protedlisis del proto-
oncogén c-Rel. Por otra parte, la activacion de NF-xB parece estar bajo la
sefalizacion del NADH (P) oxidasa, ya que el tratamiento con antioxidantes
interfiere con su activacion por la Ang Il. Relevantemente la via de sefializacion del
NF-xB para expresion moléculas inflamatorias se ha indicado por estudios
independientes que muestran que la inhibicion de la Ang Il bloquea la activacion del
NF-xB inducible por la IL-6, VCAM-1, y expresion MCP-1. Un cuerpo de trabajo ha
demostrado ademas que el NF-kB es inducible por los efectos de la oxidacion de
lipidos, macrofagos, y derivados de citocinas; interleucina 1-(IL-1), TNF-a y agentes
infecciosos. Estas observaciones han conducido al modelo actual que demuestra

gue NF-xkB desempefia un papel clave en la sefalizacion de multiples pasos
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proaterogénicos, induciendo asi la cascada inflamatoria de citocinas vasculares,
induciendo reclutamiento celular y la mediacion de la progresion aterosclerética. Es
importante destacar la relevancia de estos estudios in vitro de la activacion de NF-xB
en la aterosclerosis humana fue sugerido por la identificacion de la activacion del
NF-kB en las CMLV, macréfagos y células endoteliales que residen en las placas
ateroscleroticas humanas in situ. Debido a esta actividad central de coordinacion en
el respuesta inflamatoria, la inhibicion del NF-xB en la pared del vaso es una diana
terapéutica atractiva para la prevencion de la inflamacion y en dltima instancia la

aterogénesis (Brasier, 2002).

4.8.- Farmacos utilizados en el tratamiento del infarto agudo de miocardio.

El tratamiento del ataque agudo consiste en la utilizacion de diferentes tipos de
farmacos con diferentes finalidades. Farmacos utilizados para limitar la extension del
Infarto. Con esta finalidad se administran farmacos tromboliticos como la
estreptoquinasa, uroquinasa y alteplasa. Estos farmacos disuelven los trombos a
nivel coronario. La rapida administracién de estos farmacos limita en gran manera la
extension del infarto y por tanto mejora la supervivencia del paciente. La adicion de
acido acetilsalicilico mejora los beneficios producidos por estos farmacos. Los
farmacos beta blogueadores también se han utlizado con esta finalidad.
Analgésicos opiodes: su finalidad es reducir el dolor y la actividad del sistema
nervioso autbnomo simpatico. Tienen efectos vasodilatadores por lo que ayudan a
disminuir la carga cardiaca. Diuréticos: se utilizan para tratar en algunos pacientes la
insuficiencia cardiaca izquierda que se presenta como consecuencia del infarto.
Antieméticos: los pacientes que padecen un infarto habitualmente tienen nauseas y
vomitos que hay que tratar. También hay que tener en cuenta que la administracion
de opioides produce nauseas y vomitos. Antiarritmicos: una de las complicaciones
del infarto es la aparicién de arritmias. Heparina: en los pacientes que padecen un
infarto existe el riego de presentar una trombosis venosa profunda o una embolia

pulmonar. Se suele administrar heparina de bajo peso molecular (Duran,2008).
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4.8.1.- Tratamiento en el post-infarto

El paciente debe eliminar o reducir los factores de riesgo y realizar ejercicio fisico. El
tratamiento farmacologico va dirigido a tratar las posibles arritmias, insuficiencia
cardiaca y realizar una prevencion secundaria. La prevencion secundaria se realiza
administrando farmacos antiagregantes plaquetarios, betabloqueadores y/o IECA
(Duran, 2008).

4.8.1.1.- Captopril: Inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina
(IECA)

Los iIECAS son uno de los grupos terapéuticos que mayor beneficio han demostrado
en el tratamiento del paciente postinfarto del miocardio, al reducir la disfuncién
ventricular y la progresion hacia la insuficiencia cardiaca al evitar la remodelacion
patolégica del ventriculo izquierdo. En pacientes con disfuncién ventricular, los
IECAS disminuyen la mortalidad y otros eventos adversos a mediano plazo entre 19
y 29%. Actualmente, su indicacion es obligada en todo paciente con IAM y una
fraccion de expulsibn menor del 40%. Un estudio EUROPA aun no publicado,
demuestra el beneficio del uso de los IECAS en todos los pacientes postinfarto del
miocardio independientemente del valor de su funcién ventricular residual. En
resumen, los IECAS deben ser administrados a todo paciente postinfartado, a menos
gue exista contraindicacion (hipotension severa o sintomatica, insuficiencia renal
moderada e hipercalemia), todo paciente con IAM debe recibir un iECA en adicién a
un betabloqueador y aspirina. En los pacientes con intolerancia a los IECAS, los
antagonistas del receptor de la angiotensina Il (ARA Il) representan una alternativa
muy interesante, la cual inicia su era de evaluacidn sistematica en estos pacientes
(Alexanderson,2006).

4.8.1.2.- Mecanismo de accién de los iECAs
Los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (iIECA) bloquean la
conversién de la angiotensina | a angiotensina Il, con lo que se inhibe asi el sistema

renina angiotensina- aldosterona (Figura 25).
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Figura 25.- Esquema clasico del sistema renina angiotensina ECA, y su inhibicién mediante los
IECA.

Los iECAs producen una disminucion de la presidn arterial mediante la reduccion de
las resistencias periféricas, con poca o nula modificacion de la frecuencia cardiaca,
el gasto cardiaco o el volumen sanguineo; ademas, tampoco alteran los reflejos
barrorreceptores. Los IECA se han convertido en un elemento fundamental del
tratamiento de los pacientes con IAM, puesto que previenen el remodelado
ventricular izquierdo y sus complicaciones, incluidas la insuficiencia cardiaca
congestiva y la muerte. Ademas, los IECA tienen un papel cada vez mayor en el
tratamiento de los distintos sindromes coronarios, puesto que al parecer previenen la
progresion de las lesiones vasculares. Contrariamente a lo que ocurre con la
aspirina y los farmacos fibrinoliticos, no es fundamental iniciar la administracién del
farmaco en la fase-hiperaguda del SCA. La administracion de iECA es beneficiosa
en cualquier momento posterior a la aparicion de un SCA pero el beneficio es menor
si la terapia se retrasa dias o semanas. Por tanto, un momento razonable para
empezar la administracion de estos farmacos es durante las primeras 6-12 horas,
una vez que el paciente haya sido ya estabilizado en una unidad de cuidados
coronarios. Los iIECA deben administrarse por via oral y nunca por via intravenosa
ya que por esta Ultima via pueden facilitar la hipotensién y resultar incluso
perjudiciales. Los iIECA previenen la progresion de la ateroesclerosis y disminuyen
la incidencia de infarto miocardio. Estos farmacos tienen efectos antiproliferativos y
antimigratorio sobre las células musculares lisas, los neutrofilos y las células
mononucleares, favorecen la fibrindlisis endogena y mejoran la disfuncion endotelial.
Desde el punto de vista clinico, la reduccién en la tasa de IAM se observé
inicialmente con captoprii en el estudio SAVE (Survival and Ventricular
Enlargement). Recientemente en el estudio HOPE (Heart Outcomes Prevention
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Evaluation) (Llevadot,2004). Los estudios clinicos han demostrado que Captopril
administrado dentro de los primeros dias o la siguiente semana posinfarto, a
pacientes clinicamente estables, mejora el prondstico de sobrevida y reduce

subsecuentemente la morbilidad y mortalidad por insuficiencia cardiaca congestiva.
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Figura 26. Estructura quimica del Captopril

4.9.- Compuesto tiomorfolinico 4-tert-butil-2,6-bis (tiomorfolin-4-ilmetil) fenol
(LQM19)

La historia de este compuesto nace con la investigacion iniciada a finales del afo
1970 por un grupo de investigadores de la Republica China, quienes al estar
examinando las propiedad antimalariales de los derivados de la febrifugina, notaron
que un compuesto en la prueba, Changrolina era un agente antiarritmico efectivo,
con estructura diferente a los agentes conocidos comunmente a la fecha.

La molécula de Changrolina puede dividirse en tres regiones: 1) consiste en una
molécula, de quinazolina que puede reemplazarse por una gran variedad de
heterociclos sin perder la actividad antiarritmica. En la region 2) el modelo de un 2,6
bis (I-metil-I-il-pirrolidin)fenol tetrasustituido presenta la mejor actividad y si esta
region no estd completa, la actividad es nula; La region 3) es un enlace entre la
region 1y 2 en el cual pueden incluirse diferentes grupo para tratar de aumentar la
actividad y disminuir la toxicidad. Asi se inici6 el estudio de la relacién estructura
quimica actividad biologica (SAR), la cual consistia en cambiar los sustituyentes de
la region 2 y 3, encontrando que los anillos pirrolidinicos podian sustituirse por otros

anillos heterociclicos como la morfolina y la tiomorfolina (Figura 27).
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Figura 27. Molécula de la Changrolina en tres regiones. 1) Molécula de

quinazolina, 2) (2,6-bis (1-metil-1-il-pirrolidin) fenol; 3) el enlace entre la

region 1y 2.
Al no concluirse dicho proyecto en la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan se
retomo la investigacion sintetizando una serie de compuestos mediante un sistema
asistido por computadora. Procediendo a la sintesis de compuestos analogos de la
region (2) de la Changrolina mediante la reaccion quimica entre un fenol sustituido
(cabeza de serie, un formaldehido mas una o dos moléculas de morfolina y/o
tiomorfolina. Por medio de los mecanismos de reaccion de Sustitucion Electrofilica
Aromética (via directa) o (via de Mannich). Obteniendo asi el compuesto LQM319
(Laboratorio de Quimica Medicinal) se sintetizO por medio de la reaccién
estequedmetrica entre la morfolina, terbutilfeno y el formaldehido utilizando una
lampara IR como fuente de energia, obteniéndose como producto el 2,6-bis
(tiomorfolinometil)-4-terbutilfenol  (Figura 28) (Rocha,2008,Castillo, 2008,Mena
2010).
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Estructura quimica del compuesto LQM319
[4-tert-butil-2, 6-bis (tiomorfolin-4-ilmetil) fenol]

Figura 28. Sintesis y Estructura quimica del LQM319
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Quién a su vez resulto ser el compuesto con mejor eficacia, disminuyendo la PAM
(Presion Arterial Media), PAD (Presion Arterial Diastélica), PAS (Presion Arterial
Sistdlica), FC (Frecuencia Cardiaca); a dosis menores a 0.001 mg/Kg siendo aun

mas potente que los farmacos antihipertensivos comerciales Omapatrilat y Losartan.

Tabla 4. Porcentaje de eficacia de Farmacos comerciales vs compuestos sintetizados en
FESC-1

Compuesto/Farmaco | % de Eficacia

PAM PAD PAS FC
Captopril 100 100 100 46
LQM319 75.77 96.42 77.81 90.05
Omapatrilat 29.15 32.08 33.34 29.42
Losartan 13.57 45.64 25.28 27.23

Por ciento de eficacia de los compuestos tomando como referencia a un inhibidor de
la ECA (Captopril) a dosis de 3.0 mg/Kg, PAM (Presién Arterial Media), PAD
(Presion Arterial Diastdlica), PAS (Presion Arterial Sistolica), FC (Frecuencia
Cardiaca) (Rocha,2008)

En estudios recientes se ha determinado el efecto vasodilatador del compuesto
tiomofolinico LQM319 en aorta de ratas hipertensas espontaneas (SHR), mediante
las curvas concentracién-respuesta de la Fenilefrina en presencia y ausencia de los
compuesto, donde para ver si habia disminucion de la contraccién vascular
provocada por la Fenilefrina, se utilizé también las curvas concentracion-% respuesta
y las dobles reciprocas, con el fin de obtener el porcentaje de eficacia y las
constantes de afinidad (Kp) respectivamente, encontrando que en las aortas
toracicas y aortas abdominales se presenta un efecto vasodilatador esto mediante las
curvas concentracion- respuesta y mediante las graficas de doble reciprocas se
demostr6 que el compuesto presenta un comportamiento de antagonista no
competitivo al receptor adrenérgico al debido a que no presentaba una variacion
significativa entre las Kp, también se demostr6 el porcentaje de respuesta maxima
alcanzada (vasoconstriccion) del compuesto LQM319 mediante curvas
concentracion-% respuesta en donde se obtiene un porcentaje de 102.8% vy de
67.04 % de contraccion respecto al 100% de respuesta provocada por la Fenilefrina
en aorta toracica y aorta abdominal de rata SHR respectivamente (Mena,2010). En
un estudio diferente se ha demostrado el efecto del compuesto sobre la contraccién
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de la auricula derecha de ratas Wistar macho joven, en donde se obtuvieron
resultados iguales a la anterior, observando que el LQM319 presenta una
disminucion de la respuesta contractil de la Fenilefrina sobre la auricula derecha y se
comporta también como un antagonista no competitivo de los receptores
adrenérgicos a-1(Castillo, 2008). Se ha realizado también un estudio genotdxico
mediante la prueba de Micronucleos del compuesto Tiomorfolinico LQM319 en
ratones machos cepa CD1, para ver si el compuesto causaba dafio al material
genético y el grado de toxicidad del compuesto mediante la DL50 (Tabla 5), teniendo
que la DL50 por el método de Lorke es de 471.1 mg/kg pero debido a que este
meétodo no es un procedimiento toxicolégico mas difundido y aceptado, se realizo la
prueba de Probit como parametro que respaldo el resultado. El estudio fue realizado
recientemente por la Maestra en Ciencias Ma. Pilar Marquez quien obtuvo una DL50
de 327.7 mg/kg, por lo que el compuesto LQM319 se clasifica como una sustancia
moderadamente téxica. Tomando en referencia los indices de seguridad en los
compuestos comerciales: Captopril y Losartan indican las siguientes DL50 de 1040
mg/kg y 1500 mg/kg respectivamente, por lo que resultd tener una toxicidad mayor
gue éstos, los cuales son ligeramente toéxicos. También se demostré que el LQM319
no es un agente clastégeno o anéugeno que puede causar un efecto genotoxico y se
excluyo también que sea un agente citotoxico a las dosis utilizadas de 10 mg/kg a 60
mg/kg en comparacion con el comportamiento que tuvieron los animales tratadas con
la Ifosfamida a la misma dosis utilizada como control positivo causante de dafo al
material genético (Rocha, 2008). Estudios recientes muestran que en el efecto
antihipertensivo del LQM319 participa Ang-(1-7) y que dicho efecto es semejante al
obtenido por Captopril por lo que es posible que el mecanismo de éste compuesto
sea a través de la inhibicion de la ECA y en estudios realizados por el Dr. Angeles y
Col en el 2011 mostraron mediante estudios a nivel computacional que el compuesto
LQM319 presenta una afinidad por la ECA muy parecida a la de Captopril siendo
esta mayor que el Captopril. Por otro lado las Curvas Concentracion-Respuesta tanto
a Ang | como Ang Il al mostrar efectos paralelos entre si nos evidencia que el
compuesto LQM319 se rige bajo el mismo mecanismo de accion del Captopril
(Orozco, 2012).
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Tabla 5. Potencia de un téxico en funcién de la DL50

DL 50 mg/kg
1.- Extremadamente téxico <1
2.- Altamente toxico 1-50
3.- Moderadamente toxico 50-500
4.- Ligeramente toxico 500-5000
5.- Practicamente inocuo 5000-15000

5.- JUSTIFICACION

Debido al gran indice de mortalidad por enfermedades cardiacas tanto en nuestro
pais como a nivel mundial, en especial por causa del IAM, es de gran interés realizar
estudios relacionados con este padecimiento y buscar nuevos farmacos que ayuden
a reducir este indice o bien ayuden a regular el padecimiento, por ello en la FES-
Cuautitlan-UNAM, se ha sintetizado un grupo compuestos los cuales han mostrado
efectos benéficos a nivel cardiovascular, dirigido por el Dr. Enriqgue Angeles del
laboratorio de Quimica Medicinal (LQM) y la Dra. Luisa Martinez del laboratorio de
Farmacologia del Miocardio quienes tienen como objetivo desarrollar compuestos
gque puedan salir al mercado a menor costo. Entre los compuestos que han
mostrado mejores efectos hipotensor, antihipertensivo, antiarritmico y cardioprotector
en el infarto miocardico esta el tiomorfolinico [4-tert-butil-2,6-bis (tiomorfolin-4-ilmetil)
fenol] (LQM319) en comparacién con farmacos ya existentes en el mercado como
Captopril, Omapatrilat y Losartdn. Por esto es de suma importancia darle
seguimiento a este compuesto y ver que otros efectos positivos pueda tener. En el
caso de infarto miocardico, sin duda sera benéfico ya que este compuesto ha
disminuido los diferentes tipos de arritmias post-infarto y el indice de mortalidad. Por
lo que este compuesto pudiera llegar a servir como tratamiento en los diferentes
padecimientos cardiovasculares. De hecho los avances de la medicina y la industria
farmaceéutica exigen realizar estudios para determinar Biomarcadores que puedan
servir para el diagnostico o indicar el efecto que esta produciendo el farmaco sobre
éste, con la finalidad de comprender mejor el papel que juegan los Biomarcadores
en el IAM ya sea como cardioprotector o dafiino. Por ello, es de interés el estudio al
factor de transcripcidén nuclear NF-kB ya que expresa alrededor de 200 genes que
pueden ser pro-inflamatorios, anti-inflamatorios, anti-apoptoticos y pro-apoptoticos

en el IAM.
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6.- METODOS:

Se trabajo con ratas Wistar machos procedentes del Bioterio de la FESC-1 de peso
de entre 280-350 gramos de 10-13 semanas de edad y se formaron 4 grupos
experimentales: 1) control sin infarto (n=10), 2) ratas con ligadura coronaria
infartadas sin tratamiento (n=10), 3) infarto miocardico + Captopril 1 mg/Kg/dia/im
(n=10) y 4) infarto miocardico + LQM319 1 mg/Kg/dia/im (n=10). A los grupos con
tratamiento se les administro 30 min antes de la oclusion coronaria y 24h
postoclusion.

6.1.- Induccion del infarto miocardio por oclusion de la arteria coronaria

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

permite recuperacion del animal (Fishbein,1978).

6.2.- Extraccion de tejido.

Después de las 48 horas de haber provocado el infarto se sacrific6 a las ratas
mediante dislocacién, y se procedié a extraer el corazén el cual se colocd en
solucion salina fisioldgica 0.9% fria (SSF 0.9%), después se realizo la diseccion del
tejido separando las orejuelas, auricula y ventriculo derecho de la auricula y
ventriculo izquierdo, ésta ultima es la zona de interés a la cual se le calculé el area
de infarto y posteriormente se separé el area infartada del area no infartada, y se
colocaron en tubos Eppendorf que contienen RNA later (solucibn de RNA de
estabilizacion para tejidos, Sigma-Aldrich) y se almacen6 a -70°C hasta su uso
posterior para llevar a cabo las técnica de ELISAy RT-PCR.

6.3.- Calculo del porcentaje del area de infarto

Los corazones extraidos, en especial el area de interés el ventriculo izquierdo (VI),
se coloca en sobre un papel blanco se mide el area total y posteriormente se localiza
el area infartada, se corta y se coloca sobre el mismo papel y se dibuja el contorno
del tejido, se recorta el area del dibujo del tejido del papel y se procede a pesar el
papel y para calcular finalmente el area de infarto de cada rata, mediante una regla
de tres para obtener el porcentaje de area de infarto.

Area total (V1) ------------- 100%

Area infartada (V1) --------------- X
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6.4.- Aislamiento de RNA (Método de Trizol)

Se homogeneiz6 100 mg de tejido (ventriculo izquierdo de corazén) con 1 mL de
trizol y se centrifugé a 12,000 rpm por 10 minutos a 4°C. Posteriormente cada
incubacion y centrifugacion se llevd a cabo a 4°C. Después de la disociacion del
complejo nucleoproteico se adicion6 200 uL de cloroformo, se incub6 por 15 minutos
y se centrifug6é a 12,000 rpm por 15 minutos, posteriormente se tomé 500 uL de la
fase acuosa y se le adicion6 500 uL de isopropanol (para precipitar el RNA), se
centrifugd a 12,000 rpm por 15 minutos, se elimind el sobrenadante y se adiciono 1
mL de etanol al 75% para lavar la pastilla de RNA, se centrifugd a 7,500 rpm por 15
minutos y se elimind el sobrenadante.

Finalmente se resuspendio la pastilla de RNA en agua DEPC (0.1%). Posteriormente
se llevo a cabo la cuantificacion a 260/280 nm (UV). La relacion Azsoi2s0 nm indica el
grado de pureza, si la relaciébn es menor de 1.8 indica contaminacién con proteinas,
también se determindé la concentracion del RNA.

Para determinar la integridad del RNA se coloco en un gel de agarosa al 1%, 2 ug de
RNA. El gel se tifi6 con bromuro de etidio y se visualizé en un transiluminador (UV).
Se observo la presencia de RNA total: RNAr, RNAt y RNAm.

6.5.- RT-PCR

La RT-PCR (Transcripcion Reversa - Reaccion en Cadena de la Polimerasa),
permite la amplificacion de una cantidad pequefia de moléculas molde de RNA
(tanto MRNA como RNA total) con gran especificidad, mediante la transcripcion
reversa del RNA a cDNA, que es posteriormente amplificado. La amplificacion de
DNA permite la multiplicacién exponencial de unas pocas moléculas molde de DNA
hasta 10° copias con una alta especificidad.

6.5.1.- Retrotranscripcion Inversa

La reaccién se llevé a cabo en un volumen final de 20 uL, los componentes de la
mezcla de reaccion son los siguientes: 2 ul RNA (2 pg), 1 uL de oligo dt (0.5 pg/ul), 1
uL de 10 mM dNTP, 4 ul amortiguador (200 mM Tris-HCI, 500 mM KCI, pH 8.4), 2 uL
de 0.1 M DTT, 1 uL de superscript RT (enzima retrotranscriptasa), 9 uL dH,O se
incubo a 42°C por 60 minutos, se inactivo a la enzima a 70° C por 15 minutos, e
incubd 4° C por 15 minutos. El control negativo se realizo con los componentes de la
mezcla antes indicados, excepto superscript RT y posteriormente se realizara la
PCR.
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6.5.2.- PCR

Los “primers” (cebadores) se disefiaron tomando en cuenta las siguientes
caracteristicas, son especificos de la secuencia blanco, el largo es de 19-25
nucleotidos, presentan del 45-60% en GC, se evitaron repeticiones mayores de tres
bases, el extremo 3" terminal es C 6 T/CT para NF-kB/p65 y A 6 A/AA para GAPDH,
la temperatura de alineamiento es similar para el par de “primers”(cebadores), la
secuencia de ambos “primers” (cebadores) no son complementarias por lo tanto no

hibridan con ellos mismos o entre ellos.
Los “primers” (cebadores) especificos de la secuencia blanco son:
NF-xB/p65 (Ming, 2012)

Sentido: 5-ATGGACGATCTGTTTCCC-3’
Antisentido: 5-GTCTTAGTGGTATCTGTGCT-3
Tamafio de 170 pb

GAPDH:

Sentido: 5"-AATGCATCCTGCACCACCAA-3

Antisentido: 5-GTAGCCATATTCATTGTCATA-3’
Tamafio de 516 pb.
La reaccién se llevé a cabo en un volumen final de 25 uL, los componentes de la
mezcla de reaccion son los siguientes: 2.5 ul amortiguador (200 nM Tris-HCI, 500
mM KCI, pH 8.4), 1 uL de 25 mM MgCl;, 1 uL de 10 mM dNTP, 1 uL primer sentido
10 puM, 1 puL primer antisentido 10 pM, 1 uL Tag DNApol (platimum Tag, 2-5
unidades/ul), 5 uL cDNAy 12.5 ulL agua deionizada estéril.
La mezcla de reaccion asi como las muestras permanecieron en hielo hasta iniciar la
reaccion bajo las siguientes condiciones en el termociclador Perkin Elmer 2400:
predesnaturalizacion (94°C por 2 minutos), 36 ciclos de: desnaturalizacion (94°C por
1 minuto), alineamiento (55° C por 1minuto) y extension (72° C por 1 minuto). Un
ciclo de extension final (72°C por 10 minutos).
Se mezclo 2.5 ul del producto de PCR con 5 ul de amortiguador de muestra [Glicerol
5% (v/v), Na,EDTA ® 2H,0 10 mM, SDS 0.1% (w/v), azul de bromofenol 0.01% (w/v)]
y se coloco en un gel de agarosa 2%, el cual sé corrié a 75 volts por 45 minutos en
presencia del amortiguador TAE. El gel se tifilo con bromuro de etidio y se visualizo

en un transiluminador (UV).
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6.6.- ELISA

6.6.1.- Homogenado para estimar la sintesis de proteinas NF-xB

Se peso y corto el tejido de VI de corazoén en pedazos pequefios y se lavo con 5 mL
de Solucion amortiguadora de fosfatos mas fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PBS-
PMSF). Posteriormente para el homogenizado se adicion6 amortiguador hipotonico
suplementado con Ditiotreitol (DTT 1M y solucion detergente 1%) se incubé 30 min a
4°C y se centrifugo a 10000 rpm/10°/4°C. Se separd el sobrenadante el cual
corresponde a la fraccion citoplasmética y se almacend a 4°C hasta su uso. La
pastilla se resuspendié en solucién amortiguadora de lisis nuclear e incub6 durante
30 min a 4°C. Pasado el tiempo se centrifugd a 14000 rpm/10°/4°C, se transfiri6 el
sobrenadante (Fraccion Nuclear) a tubos de Eppendorf frios y se almacené a -70°C
hasta su uso. Todo el procedimiento se realiz6 mediante el Kit, NF-xB/p65
ActivELISA (Catalog No. IMK-503 Version 06 2008 IMGENEX Corporation).

6.6.2.- Determinacién de proteinas citoplasmatica y citosdlica por el método de
Bradford.

Se homogeneiz6 1g de VI de corazén con 5 mL de solucién amortiguadora para
muestra (0.125 M Tris-HCI, pH 6.8). Se determind la concentracion de proteinas por
el método de Bradford, las muestras fueron leidas a 595 nm (espectrofétometro
Beckman DU* 650).

6.6.3.- Determinacién de NF-xB/p65 mediante el Kit ActivELISA

Se adicion6 100 uL de anticuerpo de captura a todos los pocillos y se incub6 24 h a
4°C. Posteriormente se lavo con 300 uL de amortiguador de lavado y blogueo con
200 pL de buffer de bloqueo e incubé durante 1h a temperatura ambiente. Se
prepar6 la curva estdndar de proteina p65 usando las siguientes concentraciones
(1000, 500, 250, 125, 52.5, 31.25, 15.6 y cero (blanco) ng/mL). Pasado el tiempo de
incubacion se removié el amortiguador de blogueo y remplazo con 100 uL de
amortiguador de bloqueo nuevo en los pocillos B1 a H1 y B2 a H2. Posteriormente
se adiciona 200 uL de estandar recombinante de p65 a los pozos Al y A2 y transfirio
100 uL de los pozos A1y A2 a B1 y B2 y asi se continto con la serie de diluciones
hasta G1 y G2. Utilizando H1 y H2 como blanco. Se adicion6 100 uL de muestra a
los pocillos A3 a H11 e incub6 4 °C toda la noche. Se removio y lavo 4 veces con

amortiguador de lavado los pozos de A3 a H11. Se agregd 100 pL Anticuerpo de
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deteccidn y se incuba por 1 h a temperatura ambiente. Pasado el tiempo se removio
y lavé 4 veces con amortiguador de lavado. Se adicion6 100 uL de Anticuerpo
secundario conjugado con AKP (fosfatasa alcalina) a los pocillos A3 a H11 e incubd
durante 1 h a temperatura ambiente. Se removio y lavé 5 veces los pozos con 300
uL de amortiguador de lavado. Finalmente se adicioné 100 uL de sustrato de p-
nitrofenilfosfato (pNPP) a todos los pocillos e incub6 durante 30 min a temperatura
ambiente pasado este tiempo se lee a 405 nm. El procedimiento se realiz6 mediante
el Kit, NF-xB/p65 ActivELISA (Catalog No. IMK-503 Version 06 2008 IMGENEX

Corporation).

6.7.- Andlisis estadistico

En donde se asumieron diferencias estadisticamente significativas con una
p<0.001 mediante la prueba de Bonferroni y la prueba de ANOVA.

Los programas utilizados para la elaboracion de las graficas y la estadistica fueron
Excel 2007 y Graph Pad Prism 6.0.
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/.- RESULTADOS

En el presente proyecto se formaron cuatro grupos de trabajo, un grupo control sin
infarto, un grupo con infarto miocardico (IM), un grupo con IM + Captopril y un grupo
de IM + LQM319, se determind el porcentaje de area de infarto en los tres ultimos
grupos después de 48 h de haber realizado la oclusion de la arteria coronaria, como
se puede apreciar en la Grafica 1, el Unico grupo que presenta disminucién del
porcentaje del area, es el grupo tratado con el compuesto LQM319, respecto a las

de IM e IM + Captopril.
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Gréfica 1.- Porcentaje de area de infarto de los grupos con Infarto Miocéardico (IM), IM
+ Captopril e IM + LQM319, después de las 48 h de oclusion de la arteria coronaria
descendente * P< 0.001, IM + LQM319 vs IM+ Captopril vs IM.
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En los cuatro grupos experimentales se determind la sintesis de la proteina p65 por
la técnica de ELISA, en tres grupos experimentales, la proteina se determiné en dos
areas; 1) las que no presentaban infarto del ventriculo izquierdo (V) y 2) las que
presentaban infarto del VI. Ademas la proteina NF-xB/p65 se determind en la
fraccion nuclear y la fraccion citoplasmatica de cada area como se observa en la
grafica 3y gréafica 4.

Primero se realiz6 una curva estandar del Factor NF-«B/p65, la cual se observa en

la Grafica 2, para interpolar la concentracibon de la proteina p65.

Curva estandard a NF- xB/p65
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Gréfica 2.- Curva estandar del Factor NF-xB/p65, donde la lectura de las
absorbancia se llevo a cabo a una A=405nm, obteniendo una r’= 0.9261.
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En la grafica 3 de las areas sin infarto, si hay diferencia significativa entre cada
uno de los grupos a nivel nuclear pero no asi a nivel citoplasméticoy en la gréafica 4
de las areas con infarto, si hay diferencia entre cada uno de los grupos a nivel
nuclear asi como también a nivel citoplasmatico, en los tres grupos de trabajo, IM,

IM + Captopril e IM + LQM319.

Sin area de infarto

400+ .
I Nucleo

3 Citoplasma

300+

H*

200+

100+

NF xB /p65 (ng)/ mg proteina)

Control M IM+ cap IM+LQM
*P<0.001 Fraccion citoplasma vs fraccion nuclear

¢ P<0.001 IM, IM+captopril, IM+LQM319 vs control (nuclear)
Q P<0.001 IM+captopril, IM+LQM319 vs IM (nuclear)

Gréfica 3. Concentracion de p65 en las areas sin infarto de cada uno de los grupos de trabajo a
nivel nuclear y citoplasmético. En cada grupo se trabaj6é con una n=5.
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Con area de infarto
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* P<0.001 Fraccién citoplasma vs fraccién nuclear
¢ P<0.001 IM+captopril vs IM (Citoplasma)

Q P< 0.001 IM+captopril, IM+ LQM319 vs IM (nuclear)
o P<0.001 IM+LQM319 vs IM+ captopril (nuclear)

Grafica 4. Concentracion de proteinas en las areas con infarto de cada uno de los grupos de
trabajo a nivel nuclear y citoplasmatico. Cada uno de los grupos con una n=5.

Para evaluar cambios a nivel de RNAm se determind la expresion de NF-xB/p65 en
el tejido de cada uno de los grupos (n=5), mediante la técnica de RT-PCR. Para
poder llevar a cabo esta técnica primero se realizd la extraccion de RNA, como se
muestra en la Figura 29 la integridad de cada unos de los RNA de los diferentes

grupos de trabajo, en el gel se muestran los RNA de 28s (= 4 kb) y 18s (= 2 kb).

“Por mi raza hablard el espiritu”



Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan

pb
9.5
7.5
4.4
28S
2.4 (~4kb)
1.35 18S
(=~2kb)
0.24

Figura 29. Gel de agarosa al 1% tefiido con Bromuro de Etidio que muestra a los RNA
de cada grupo de trabajo, las areas sin infarto y las areas con infarto del ventriculo
izquierdo. Se observan bandas de (28s (~ 4 kb) y 18s (~ 2 kb). A) Marcador de peso
molecular B) Control C) IM S/Al D) IM + Captopril S/Al E) IM + LQM319 F) IM C/Al G) IM
+ Captopril C/Al H) IM + LQM319 C/Al, S/Al (Sin area de infarto) C/Al (Con area de
infarto)

Una vez que se obtuvo los RNA integros se procedié a realizar la técnica de RT-
PCR. En la Figura 30 se muestra un gel de agarosa al 2% con cada muestra de
ADN de cada uno de los grupos de trabajo, se utilizd el marcador de peso molecular

» X174 RF DNA/Hae Il Fragments de tamafio 40ug, adecuados para el

dimensionamiento lineal del ADN que va 72-1353 pb. La determinacion del peso de
cada uno de nuestros ADN, como control positivo se utilizo al gen constitutivo de las
células (GADPH) de 516 pb y nuestro gen de interés el NF-kB/p65 con peso de 170
pb. Mientras que en la Gréafica 5a y 5b se muestran las Densitometrias de cada uno
los grupos de trabajo, en las dos diferentes areas sin y con infarto miocardico,
respectivamente. En donde en ambos casos no hay diferencia significativa entre

grupos P>0.01.
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Figura 30. Gel de agarosa al 2% tefiido con Bromuro de Etidio que muestra a los DNA de
cada grupo de trabajo, con sus dos areas del ventriculo izquierdo, las areas sin infarto y
las areas con infarto. Se observan bandas ~ 516 pb que corresponde al GADPH y ~ 170
pb que corresponde a p65. A) Marcador de peso molecular B) Control C) IM S/AI D) IM +
Captopril S/AI E) IM + LQM319 F) IM C/Al G) IM + Captopril C/Al H) IM + LQM319 C/Al,
S/Al (Sin area de infarto) C/Al (Con area de infarto).
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Gréfica 5a. Densitometria del NF-xB(p65)/GADPH en las é&reas sin infarto de los
diferentes grupos de trabajo (Control, IM, IM+ Captopril e IM + LQM319) no hay diferencia
significativa entre cada grupo P> 0.001. Grafica 5b Densitometria del NF-kB(p65)/GADPH
en las areas con infarto de los diferentes grupos de trabajo ( IM, IM+ Captopril e IM +
LQM319) no hay diferencia significativa entre cada grupo P> 0.001. Y en la parte superior
se muestra la imagen de cada uno de los ADN de las muestras de trabajo. A) Marcador de
peso molecular B) Control C) IM S/Al D) IM + Captopril S/Al E) IM + LQM319 F) IM C/Al G)
IM + Captopril C/Al H) IM + LQM319 C/Al, S/Al (Sin area de infarto) C/Al (Con é&rea de
infarto). Cada grupo experimental con una n=>5.
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8.- DISCUSION

Las enfermedades cardiacas son la primera causa de muerte a nivel mundial, donde
practicamente todas terminan con un infarto al miocardio. De muchas de ellas se
conocen las causas pero se desconocen a profundidad cuales pueden ser los
mecanismos moleculares que las originan.

Sin embargo, es importante entender estos mecanismos, en particular los que
dependen de la activacion de factores de transcripcion como NF-kB que le permiten
al cardiomiocito activar por medio de diferentes estimulos los programas genéticos
que traen consigo una amplia gama de posibilidades de respuesta (Hernandez,
2008).

Muchos afios de estudios después de la primera descripcién del factor de
transcripcion nuclear (NF-kB) por Sen y Baltimore, demuestran que el NF-xB se ha
visto implicado en numerosos procesos fisioldgicos y fisiopatolégicos importantes,
incluyendo el control de la apoptosis, las funciones inmunes, la hipertensién y el
desarrollo embrionario.

En el corazon, un papel importante del NF-«kB se ha demostrado, exclusivamente en
experimentos de isquemia/reperfusion o en la fase temprana del infarto miocardico
(Frantz, 2003). Dado que, el NF-xkB es un factor de transcripcidon que parece jugar
un papel clave en patologias cardiacas, es importante mantenerlo inactivo o activo
en el citoplasma con el uso de farmacos o por la transferencia de genes en las
enfermedades donde se encuentra muy activo puesto que ha ayudado a impedir que
éstas progresen. Sin embargo, este efecto es transitorio ya que en el momento que
desaparece el mecanismo que mantiene inactivo al NF-kB, éste nuevamente se
vuelve a activar (Hernandez, 2008).

Dado que son multiples las vias a través de las cuales el NF-kB puede actuar, es
importante identificar a cada una de ellas de forma independiente con la finalidad de
bloquear de manera selectiva el paso de la sefial del estimulo que provoca una
alteracion cardiaca, donde la participacion del NF-xB es activa. Por ejemplo, una
posibilidad interesante consiste en conocer mas a fondo los mecanismos de
activacion de NF-«kB que regulan la expresion de proteinas anti-apoptéticas para
desarrollar estrategias donde se puedan encender estas vias en los cardiomiocitos
en camino de la apoptosis (Hernandez, 2008).

Por lo tanto, el conocer el papel del factor NF-xB en los problemas cardiovasculares

como el infarto agudo del miocéardio, es importante ya que al activarse y traslocarse
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al nucleo tiene la posibilidad de expresar una gran variedad de genes en el infarto,
tanto pro-inflamatorios como anti-apoptéticos, entre otros, dependiendo de los
diferentes estimulos y vias de sefalizacidn por la que puede activarse, por lo cual se
procedié a realizar este estudio para ver si el compuesto Tiomorfolinico 4-tert-butil-
2,6-bis (tiomorfolin-4-ilmetil) fenol (LQM319) presenta algun efecto sobre el factor de
transcripcion nuclear NF-xB/p65, ya que se conocen los efectos producidos por el
compuesto en padecimientos cardiacos.

En este proyecto, se trabajé con 4 diferentes grupos experimentales; control, IM, IM
+ Captopril e IM + LQM319, donde se busco el efecto que produce el compuesto
LQMS319 sobre la sintesis de proteinas y sobre la expresién génica de NF-xB/p65 en
cada grupo. En los ultimos tres grupos con oclusion de la arteria coronaria durante
48 h se trabajo con areas sin infarto y con infarto del ventriculo izquierdo a estos
altimos grupos se les realizo la medicidon del area de infarto como se muestra; en la
gréfica 1, el Unico grupo que presenta disminucion del area de infarto fue el que se
tratd con el compuesto LQM319 con respecto a los otros dos grupos. En el 2003,
Frantz y colaboradores reportan que entre mas grande es el area de infarto, menor
es la activacion o expresion del NF-xB/p65 y viceversa entre menor sea el area de
infarto mayor es la activacion o expresion del factor.

Para poder ver el efecto del LQM319 como tratamiento en el IAM se comparé con el
Captopril, farmaco que pertenece a la familia de los IECA, los cuales se han
convertido en un elemento fundamental del tratamiento de pacientes con IAM,
puesto que previenen el remodelado ventricular izquierdo. Ademas, los IECA tienen
un papel cada vez mayor en el tratamiento de los distintos sindromes coronarios,
puesto que al parecer previenen la progresion de las lesiones vasculares. Los iIECA
previenen la progresiéon de la arterioesclerosis y disminuyen la incidencia de infarto
al miocardio. Estos farmacos tienen efectos antiproliferativos y antimigratorios sobre
las células musculares lisas, los neutrofilos y las células mononucleares, favorecen
la fibrindlisis endogena y mejoran la disfuncion endotelial.

Desde el punto de vista clinico, la reduccién en la tasa de IAM se observo
inicialmente con Captopril en el estudio SAVE (Survival and Ventricular
Enlargement) y recientemente en el estudio de HOPE (Heart Outcomes Prevention
Evaluation) (Llevadot, 2004). En comparacion con estos estudios se puede apreciar
finalmente que el compuesto LQM319 presenta mejor efecto en la disminucion del

area de infarto con respecto a Captopril, que fue el farmaco control.
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Una vez obtenidos los tejidos de cada grupo experimental, en los grupos con IM y
los de IM + tratamiento, se obtuvieron las areas sin y con infarto para poder realizar
la técnica de ELISA y de esta manera determinar la sintesis de la proteina de NF-
kB/p65. Para esto, primero se realiz6 una curva estandar como se ve en la gréfica 2
la cual nos ayuda a verificar la cantidad de sintesis de la proteina p65; en la técnica
de ELISA se trabajo con fracciones citoplasmaticas y fracciones nucleares de cada
una de las areas, en la cual se observa la sintesis de la proteina en las dos
fracciones y se puede apreciar en donde hay mayor o menor expresion de NF-
kB/p65. Keith y col. en 2005 reportaron que el NF-xB puede regular la expresion de
Su propio gen p65 tras su unién en sitios promotores en el ADN ya sean activados o
reprimidos después de I/R o que participan en los procesos fisiopatolégicos
relacionados con I/R y PC o proteccion cardiovascular.

En la grafica 3 de la técnica de ELISA de las areas sin infarto miocérdico de los
grupos de trabajo, se puede apreciar que no hay diferencia significativa entre las
fracciones citoplasmaticas en la cantidad de sintesis de proteinas p65; mientras que
si se presenta diferencia entre la fraccion citoplasmatica con respecto a la fraccion
nuclear, asi como entre los grupos con IM y los de IM con tratamientos con respecto
al grupo control que no presenta infarto, también se observa una diferencia
significativa entre los grupos tratados con respecto al grupo con IM sin tratamiento
estos dos ultimos casos corresponden a la fraccion nuclear, se aprecia que no hay
diferencia significativa entre el grupo tratado con Captopril o el compuesto LQM319.
En la gréfica 4, de las regiones con areas de infarto miocéardico, se puede observar
qgue si hay diferencia significativa entre las fracciones citoplasmaticas con respecto
a las fracciones nucleares en cada grupo. En la sintesis de la proteina p65 también
hay diferencia entre el grupo IM tratado con Captopril con respecto al IM en la
fraccion citoplasmética. En las fracciones nucleares se muestran diferencias
significativas entre los grupos IM + Captopril, IM + LQM319 con respecto al grupo
con IM, asi como en los grupos de IM + LQM319 con respecto al grupo IM +
Captopril. Se puede apreciar también entre la grafica 3 y grafica 4 mayor cantidad
de proteina p65 en las fracciones nucleares en las areas sin infarto miocardico con
respecto a las areas con infarto miocéardico, mientras que en la fraccion
citoplasmatica en ambas regiones la cantidad de proteina p65 fue muy similar,
pudiéndose apreciar un poco mayor en las areas con infarto miocardico.

En la figura 29 se puede observar la integridad de cada uno de los RNAs de los

diferentes grupos experimentales, al obtener RNAs integros se realizé la técnica de
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RT-PCR; en la figura 30 se aprecia el gel de agarosa al 2% con el ADN de cada uno
de los grupos experimentales, asi como de las dos diferentes areas de trabajo, en
donde se puede ver que si hay cambio en la expresién del mMRNA del GAPDH o del
gen de interés p65, observando que los datos muestran que los niveles de mRNA de
GAPDH un gen constitutivo de las células que es habitualmente utilizada como
control, no se modificé significativamente al igual que en los niveles de expresion
génica del NF-kB/p65 en los diferentes grupos asi como en las areas sin o con
infarto; tampoco se muestran cambios entre los niveles de expresion del mRNA del
GAPDH con respecto a los niveles de p65, esto se corrobora con la grafica 5a y 5b,
en donde se logra apreciar que finalmente no hay diferencia significativa en la
expresion del mMRNA del GAPDH y p65 entre cada uno de los grupos en las areas
sin infarto miocardico asi como en las areas con infarto miocardico, pudiéndose
apreciar una mayor expresion de mRNA en las areas sin infarto con respecto a las
areas con infarto y en ambos casos se puede observar que las ratas tratadas con
Captopril presentan tendencia a tener una mayor expresion con respecto a los otros
grupos, mientras que las tratadas con LQM319 no muestran ningiin cambio con
respecto a las de IM.

En cada grupo experimental, como se muestra en la grafica 3 y grafica 4, se
presenta mayor cantidad de proteina p65 a nivel nuclear con respecto al
citoplasmatico; esto puede indicar que se esta llevando a cabo la activacion del NF-
kB, ya que en el citoplasma se encuentra como complejo inactivo IkB-a/NF-xB
(p50/p65) y mediante los estimulos producidos se podria estar llevando a cabo la
fosforilacién del inhibidor IkB-a. mediante la accion del complejo IKK, lo que permite
gue el heterodimero p50-p65 se active y se transloque al nucleo, encontrandose asi
mayor cantidad en el nudcleo con respecto al citoplasma. Frantz y col. en
experimentos con corazones de rata y humanos con alteraciones del ventriculo
izquierdo del miocardio que ha sufrido una remodelacién por infarto, el NF-xB esta
activado. Estos hallazgos son importantes porgue involucran rutas de activacion del
NF-xB in vivo durante los procesos de remodelacion cardiaca. De igual manera,
Misra y colaboradores demuestran que el NF-xB se encuentra activado en la I/R al
igual que en el precondicionamiento isquémico (PC) y dependiendo del estimulo
gue reciba el corazén ya sea intenso o moderado, seran los tipos de genes que se
expresen. En el primer caso consideran que son estimulos intensos por lo que se
estd provocando dafio al miocardio mediante la expresion de genes pro-apoptoticos
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(Fas, FasL, Bax) o pro-inflamatorios (TNF-a, IL-1p, IL-6, IFN-y) y en el PC donde el
estimulo es moderado el NF-kB funciona como cardioprotector donde expresa genes
anti-apoptéticos (Bcl-XL, Bcl2, 1AP1/2). Keith y colaboradores reportan otros genes
de cardioproteccion (A20, RelB, c-rel, JunB, NF-xB1/2), asi como los genes
relacionados con NF-xB como p65 y p50. En estos Ultimos casos se acercan a las
condiciones con las que se esta trabajando con cada uno de los grupos de trabajo
por lo que se podria suponer que se estan expresando genes de cardioproteccion.

En los grupos control y el grupo con IM, tanto las areas sin infarto y con infarto
(grafica 3 y grafica 4), a nivel citoplasmatico y nuclear, se puede ver que hay
presencia de cantidades de p65, por lo que se piensa entonces que la activacion del
NF-kB/p65 se podria estar llevando a cabo mediante el SRA, en especial por la Ang
Il mediante los receptores AT1 0 AT, como se puede ver en la figura 31. Ruiz en el
2000 y Gunter en el 2002 y col. indican que la degradacion del IkBa se asocia con la
activacion del NF-xB y sugieren fuertemente que la Ang Il induce la fosforilacion y
ubiquitinaciéon de esta proteina inhibidora mediante la activacion del complejo
IKK. Estudios anteriores in vivo en ratas con infusibn de Ang Il, asi como
investigaciones en cultivo celular con VSMC utilizando antagonistas especificos, han
proporcionado pruebas de que la Ang Il activa al NF-xB a través de los receptores
AT,y AT, . Sin embargo, basandose solamente en los antagonistas del receptor
puede ser probleméatico debido a que estos agentes no son totalmente especificos.
Por tanto, se cree que el enfoque actual con la reconstitucion selectiva de receptores
AT 1y AT, proporciona evidencia convincente de que la Ang Il en efecto puede
activar el factor NF-xB/p65 a través de ambos tipos de receptores (Gunter, 2002).
En otros estudios realizados por Ruiz-Ortega y col. en el 2000 se encontraron
pruebas adicionales en las CMLV con deficiencia del receptor AT; obtenido de
ratones en donde se observdé que Ang Il activa al NF-xB/p65 en las células que
expresan uno solo de los receptores AT,. Finalmente Gunter, Ruiz y colaboradores
indican que los resultados muestran que en CMLV de rata en cultivo, AT 1y
AT , mediado por Ang Il inducen la activacion de NF-kB/p65. Los dos receptores
comparten algunas sefales intracelulares en la Ang II/NF-xB, tales como produccion
de ROS y ceramida. Estos mecanismos de sefializacion son similares a los utilizados
por las citocinas proinflamatorias, como IL-18 y TNF-a, proporcionando un punto de
"conversacion cruzada" entre Ang Il activados por citocinas o0 por las vias de

segundos mensajeros y apoyando la idea emergente de la Ang Il como una citocina
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verdadera. La Ang Il media la transcripcion de genes principalmente a través de
AT, también la Ang Il induce la sobreexpresién de genes relacionados, tales como
el angiotensindgeno, quimiocinas (MCP-1), citocinas y moléculas de adhesion que
participan en el desarrollo de la aterosclerosis.

En los grupos con IM + Captopril e IM + LQM319, Gréafica 3y Grafica 4 se muestra
la presencia de p65 a nivel nuclear y citoplasmético, en donde el Captopril y el
compuesto LQM319 pueden estar actuando inhibiendo la ECA, lo que inactiva la
conversion de Ang | a Ang Il por lo que el mecanismo por el cual pudo activarse el
NF-kB en los grupos control e IM es diferente en estos otros dos grupos, ya que al
haber menor cantidad de Ang Il la unién a sus receptores AT 0 AT, y la activacion
del NF-kB/p65 es menor o nula. Sin embargo, los inhibidores de la ECA también
previenen la descomposicion de la bradicinina, entonces se propone que el
compuesto LQM319 al igual que el Captopril inhiben a la ECA como se muestra en
la figura 31, no permitiendo asi la degradacion de la Bradicinina, proteina conocida
como activadora de NF-kB, al mantenerse la bradicinina en circulacion se puede
explicar el aumento de la activacion de NF-xB por inhibicion de la ECA, segun lo
reportado por Frantz y colaboradores. De igual manera Bing-Chang, 2004, Zhixing,
1996 , Shimizu, 1998 y col. reportan que la Bradicinina actla a través de su receptor
B2 y de esta manera activa la via Ras/RAF/ERK, que a su vez aumenta la actividad
del complejo IKKaf3 que provoca la degradacion del IkBa y de esta manera se lleva a
cabo la activaciéon de NF-xB/p65 que finalmente induce la expresion de genes, es
posiblemente el efecto que estén llevando a cabo el compuesto LQM319 y el
Captopril y de esta manera se esté activando el NF-xB. En la figura 31 se pueden
ver las posibles vias de activacion de NF-kB/p65. Con estudio al igual que con lo
reportado por Yoshiyama y col. en el 2001 se proporcionan pruebas de que NF-xB
se encuentra activado en las regiones infartadas y no infartadas del ventriculo
izquierdo después del infarto miocéardico. Cabe hacer mencién que hay mayor
cantidad de proteinas de NF-kB/p65 en las areas sin infarto, esto nos lleva a sugerir
que el Captopril y el compuesto LMQ319 pudieran estar funcionando como
cardioprotectores principalmente en esta area, evitando que haya mayor aumento
del area infartada; también se puede observar que el Captopril presenta mayor
efecto en esta zona, pero en el area con infarto se muestra que el compuesto
LQM319 pudiera estar presentando una mayor actividad cardioprotectora por haber
mayor cantidad de proteinas p65 con respecto al Captopril, esto se correlaciona con
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la grafica 1 en donde se muestra que el LQM319 tiene mayor disminucion del area
infartada. Una vez mas, los efectos cardioprotectores de NF-xB pueden tener un
gran impacto en el beneficio del tratamiento. Sin embargo, la inhibicion de la ECA se
asocia significativamente con el aumento de NF-kB. Por lo tanto, utilizando el
modelo de IM similar al de este proyecto, donde se usaron inhibidores de la ECA se
apoya mas la hipétesis de un papel protector del NF-kB/p65 (Frantz, 2003).

En la figura 30 y la gréfica 5a y gréafica 5b, no se presentan diferencias en la
expresion de mRNA de p65 entre los grupos, esto puede deberse a que el
compuesto LQM319 y el Captopril no estén actuando a nivel transcripcional del
MRNA, entonces no hay modificacion en la cantidad de expresion del mMRNA y estos
se estén expresando de manera similar en cada grupo y zonas con o sin infarto,
pero que el compuesto LQM319 al igual que el Captopril si estén actuando a nivel de
la traduccién del mRNA, por lo que sb6lo se muestran cambios en la cantidad de
proteinas lo cual se aprecia en la gréafica 3 y gréfica 4. Cabe hacer mencion que
nosotros solo estamos haciendo una cuantificacion total de NF-kxB/p65 y no se esta
verificando si las proteinas son activas o inactivas o bien, a qué nivel de la
traduccion estén actuando el compuesto LQM319 o el Captopril, para esto se
podrian utilizar inhibidores o bien potencializadores del NF-kB conocidos a este
nivel.

Finalmente es importante hacer mencion de los mecanismos propuestos que
pudieran estar llevando a cabo la activacion del NF-xB/p65 en el IAM después de 48
h de oclusién en las ratas Wistar. En la Figura 31, se propone que el NF-kB/p65 se
estd activando por dos vias, la primera plantea que se encuentra involucrado el
SRA, este sistema se inicia con la conversion del angiotensindégeno por la renina a
angiotensina | (Ang 1-10) posteriormente esté se convierte a angiotensina Il (Ang 1-
8) por accion de la enzima convertidora de angiotensina (ECA), esta ultima tiene la
capacidad de unirse a los receptores AT; o AT, en circunstancias diferentes, esa
union puede permitir llevar a cabo la activacion del complejo IKKa/B lo que permite
llevar a cabo la fosforilacion y una posterior ubiquitinacion del IkBo para que
posteriormente sea degradado por el proteosoma y permita la activacion de NF-
kB/p65 la cual se transloca al nlcleo y permita la expresion de genes ya sea de
cardioproteccion o de dafio. En el segundo mecanismo propuesto se involucran dos
vias, la primera en la que participan los tratamientos utilizados el compuesto,

LQM319 y el Captopril; el compuesto LQM319 en estudios anteriores ha demostrado
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gue presenta efectos similares a los obtenidos por el Captopril un iECA, por lo que
se sugiere que al ser administrados a nuestro modelo experimental ambos funcionan
como un iECA, inhibiendo la actividad de la ECA la cual convierte la Angla Ang Il y
en condiciones normales también degrada a la Bradicinina en fragmentos inactivos;
la Bradicinina es un potente activador de NF-xB, la ECA al estar inhibida por los
tratamientos, no lleva a cabo la degradacion de Bradicinina lo que permite su
aumento en el tejido y circulacion. Cabe mencionar que la Bradicinina para
producirse inicia primero por un dafio tisular en donde la superficie se carga
negativamente y se inicia la activacion del sistema de coagulacién, primero con el
Factor de Hageman (FXIl,) una vez activado el Factor Xll, este actia sobre la
Precalicreina proteina plasmética precursora de la Calicreina la cual es
proteasa serina que libera cininas (Bradicinina BQ y calidina CD) actuando sobre los
cininégenos de elevado peso molecular (HMV), al encontrarse un aumento de
Bradicinina permite su unién a los receptores B2 esto permite, que se lleve a cabo
la activacion de la via de sefializacion de las cinasas Ras/Raf/MEK/ERK lo que
produce la activacion del complejo IKKo/p la cual lleva a cabo la fosforilacion y una
posterior ubiquitinacion del IxBa para ser degradada posteriormente por el
proteosoma, lo que permite la activacion del NF-xB la cual se transloca al ndcleo y
permite la expresion de genes de cardioproteccion o dafio de acuerdo al estimulo
que reciba ya sea moderado o intenso, pero para ver qué tipo de genes se estan
expresando es necesario realizar técnicas moleculares, como la técnica de RT-PCR
para poder identificar qué tipo de gen se esta expresando en el IAM después de 48

h de oclusién en las ratas Wistar.
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Figura 31. Esquema general hipotético de cémo el compuesto LQM319 y el Captopril podrian
estar llevando a cabo la activacion del NF-kB/p65. (Ruiz, 2000, Gunter, 2002, Bing-Chang,
2004, Zhixing, 1996, Shimizu, 1998).
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9.- CONCLUSIONES

9.1Se logro determinar el porcentaje de area de infarto de los diferentes grupos,
obteniendo una mayor disminucién del area en los animales tratados con el
compuesto LQM319 con respecto al Captopril, sugiriendo asi su efecto
cardioprotector en el IAM después de 48 h de oclusion.

9.2Se logro6 estimar la sintesis de la proteina NF-kB/p65 en los diferentes grupos de
trabajo, logrando ver que el efecto del compuesto Tiomorfolinico LQM319 es
mayor en las areas con infarto miocardico con respecto al Captopril, pudiendo
brindar asi un efecto cardioprotector en el IAM.

9.3Se logré determinar la expresion del mRNA de NF-«B/p65, no encontrando
diferencia entre los grupos experimentales y areas de interés del ventriculo
izquierdo en el IAM.

9.4Con los resultados obtenidos, se plantearon dos mecanismos por los cuales se
pudo llevar a cabo la activacion del NF-xB/p65. El primero sugiere que NF-
kB/p65 se esta activando por la Ang Il mediante su unién a los receptores AT; 0
AT,. El segundo mecanismo plantea que el compuesto LQM319 podria estar
inhibiendo a la ECA y de esta manera no se esté degradando la Bradicinina
permitiendo la activacion de NF-kB/p65.

9.5Con los resultados de ambas técnicas moleculares utilizadas, se sugiere que el
compuesto LQM319 podria estar actuando solamente a nivel de la sintesis de
proteinas (traduccion) pero no asi a nivel de la transcripcion del mRNA.

9.6 Finalmente y de manera general con los resultados obtenidos se puede concluir
que el NF-kB pudiera estar funcionando como un agente cardioprotector en la
fase aguda del infarto miocardico por el tratamiento con el compuesto
tiomorfolinico [4-tert-butil-2,6-bis (tiomorfolin-4-ilmetil) fenol] (LQM319).
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10.- PERSPECTIVAS

En los proximos afios sin lugar a dudas, o bien la tarea mas fuerte, sera entender los
procesos celulares de las interacciones que ocurren en una misma area cardiaca
entre células del musculo liso, endoteliales, fibroblastos y cardiomiocitos, en donde
la comunicacion por sefales paracrinas es fundamental. Quiza esto podria
ayudarnos a entender por qué a veces el NF-kB activa genes anti-apoptoticos y pro-
apoptoéticos y en otras ocasiones promueve la expresion de genes pro-inflamatorios
o anti-inflamatorios, o la correlacion que existe entre la alta actividad del NF-xB y la
arteriosclerosis y el progreso de la enfermedad.

En la actualidad es importante llevar a cabo mas estudios relacionados con el NF-xB
en el IAM, ya que las vias de sefializaciones o los estimulos involucrados en la
activacion del factor son abundantes, entonces se podrian llevar a cabo estudios con
técnicas moleculares utilizadas ya en este proyecto o bien incluir otras técnicas que
permitan ver qué tipo de genes se estén expresando, ya sean de dafio al corazén
pro-apoptéticos (Fas, FasL, Bax) o pro-inflamatorios (TNF-a, IL-1p, IL-6, IFN-y), o
bien genes de proteccion, anti-apoptéticos (Bcl-XL, Bcl2, 1AP1/2) u otros genes de
cardioproteccion (A20, RelB, c-rel, JunB, NF-kB1/2) y de esta manera enriquecer los
resultados obtenidos en el presente proyecto y ayudar a demostrar si NF-xB esta
jugando el papel cardioprotector o no en el IAM después de 48 h de oclusién. Es
importante realizar estudios en donde se permita la inhibicibn o bien se potencie
(agonistas) la actividad de alguna de las moléculas involucradas en la via de
sefializacion propuesta en los mecanismos de activacion de la Figura 31 y esta
manera se pueda ver a qué nivel esta llevando a cabo su accion el compuesto
LQM319. Ademas se confirmarian los mecanismos de activacion propuestos. Se
sugiere realizar la medicién de la actividad de las proteinas NF-«B/p65 para ver si
estan activas o inactivas (presenten actividad o no) esto podria realizarse mediante
la técnica de Western blot y asi se apoyaria la hipétesis planteada. Cada uno de los
estudios que puedan realizarse en un futuro ayudarian a entender la participacion
del NF-xB/p65 en el IAM después de 48 de oclusion y la accion que el compuesto
LQM319 esté realizando a este nivel y en un futuro proponer si el compuesto
LQM319 (de origen mexicano) pueda funcionar como farmaco en el tratamiento del
IAM.
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