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Capitulo I. Proyecto de Investigacion
L Introduccién

La estenosis aortica es la valvulopatia mas comun en Norteamérica y Europa, para
la cual no existen tratamientos farmacolégicos que logren detener su progresion,
dejando al reemplazo valvular como unica opcidn terapéutica. Lejos de ser un
proceso degenerativo pasivo, la enfermedad valvular aértica calcificada (CAVD) es
un proceso celular activo regulado por las células intersticiales valvulares. En este
contexto, la enzima ecto-nucleétido de pirofosfatasa 1 (ENPP1) juega un papel
crucial al hidrolizar el ATP en pirofosfato inorganico (PPi), un potente inhibidor
enddgeno de la mineralizacion. Dado que los polimorfismos de un solo nucledtido
(SNP) en el gen ENPP1 pueden alterar su actividad enzimatica y generar un
desequilibrio que favorece la acumulacion de cristales de hidroxiapatita, su estudio
resulta de gran interés clinico. Por ello, el objetivo de este trabajo es determinar si
el polimorfismo rs1044498 del gen ENPP1 esta asociado con la estenosis aortica
calcificada, aportando conocimientos sobre las bases genéticas de la enfermedad,
lo cual representa el primer paso fundamental para la futura identificacion de
posibles dianas terapéuticas.

Il Planteamiento del problema

La estenosis aodrtica es la valvulopatia mas prevalente, y a pesar de los avances
cientificos en la comprension de su fisiopatologia, las opciones terapéuticas siguen
estando estrictamente limitadas a la intervencion quirdrgica para el reemplazo
valvular. Actualmente, no existen enfoques farmacolégicos que permitan alterar su
curso o frenar la progresion de la mineralizacion en las valvulas adrticas. En este
contexto, la regulacién de la mineralizacién mediada por la enzima ecto-nucleotido
de pirofosfatasa 1 (ENPP1) ha ganado relevancia, ya que un desbalance en su
funcién debido a variaciones genéticas podria favorecer la calcificacidén patolégica
y la apoptosis celular de las valvulas.

Ante este panorama, surge la necesidad de investigar a profundidad los factores
genéticos involucrados en la enfermedad. Por lo tanto, nos planteamos la siguiente
pregunta de investigacion: ; Existe una asociacién significativa entre el polimorfismo
de un solo nucledétido rs1044498 del gen ENPP1 y el desarrollo de la estenosis
aodrtica calcificada? Esta interrogante orientara los esfuerzos para comprender
mejor las bases genéticas y los mecanismos moleculares subyacentes a la
neurodegeneracion y calcificacion valvular.

lil. Justificacion

La estenosis aortica es reconocida como la valvulopatia mas comun y estudiada en
la practica clinica; sin embargo, persiste una necesidad insatisfecha en la medicina
debido a las limitaciones actuales en su tratamiento. Una vez establecido el
diagnéstico de la enfermedad valvular adrtica calcificada (CAVD), el unico



tratamiento disponible es la intervencion quirurgica invasiva para el reemplazo
valvular, ya que no existen terapias alternativas que puedan prevenir o ralentizar la
progresion de la mineralizacion. Este déficit en opciones terapéuticas resalta la
importancia de comprender los mecanismos subyacentes a la fisiopatologia de la
CAVD.

En particular, el estudio de los polimorfismos en el gen ENPP1 ofrece una
oportunidad significativa para mejorar el manejo de la enfermedad. La glucoproteina
ENPP1 desempefia un papel crucial en laregulacién de la mineralizacion ésea y en
el metabolismo del pirofosfato inorganico (PPi). Un desbalance en su funcién
enzimatica, provocado por alteraciones genéticas como los polimorfismos de un
solo nucledétido (SNP), resulta en una produccién desequilibrada de subproductos
que fomenta la formacién de cristales de hidroxiapatita en el tejido valvular,
facilitando la nucleacion y el progreso de la enfermedad. Adicionalmente, esta
disfuncién puede contribuir a una acumulacién excesiva de ATP extracelular, lo que
agota las reservas celulares y desencadena la apoptosis, acelerando la progresion
de la CAVD.

Iv. Marco teodrico

La estenosis valvular adrtica es una enfermedad progresiva y heterogénea
caracterizada por la obstruccién del tracto de salidadel ventriculo izquierdo (Joseph
et al., 2017). Dicha obstruccién genera un aumento en la presiéon sistélica
ventricular, lo que repercute directamente en el gasto cardiaco y desencadena una
hipertrofia concéntrica como principal mecanismo de compensacién miocardica
(Guia ESC/EACTS, 2021). Epidemioldgicamente, representa la valvulopatia mas
frecuente que requiere tratamiento quirdrgico o intervencion percutanea en
Norteamérica y Europa, donde se realizan anualmente decenas de miles de
reemplazos valvulares (Shah et al., 2023). Su prevalencia esta estrechamente
ligada al envejecimiento; mientras que afecta al 1-2% de los adultos menores de 65
afios, su incidencia se dispara hasta un 10% en la poblacion que transita la octava
década de vida, presentando una proporcion de afeccion mayor en hombres (3 a
4:1) en comparacion con las mujeres (Zheng et al., 2020). Sin embargo, la
mortalidad suele ser mayor en las mujeres debido a diagnésticos tardios y a su
propension a acumular mayor fibrosis valvular con menor cantidad de calcio
(Pawade et al., 2015).

Etiolégicamente, la patologia puede clasificarse segun el sitio afectado o su origen,
siendo las principales causas la presencia de una valvula aodrtica bicuspide
congénita —la cual es la causa mas comun de estenosis en pacientes menores de
70 afios— y la calcificacion degenerativa de una valvula tricuspide en poblaciones
de mayor edad (Luis et al., s.f.). El desarrollo de la estenosis adértica comparte
factores de riesgo fundamentales con la aterosclerosis, tales como la edad
avanzada, niveles séricos elevados de Lipoproteina A (LpA), hipertension arterial,



tabaquismo, indice de masa corporal elevado, hipercolesterolemia y diabetes
(Zheng et al., 2020; Shah et al., 2023).

A nivel molecular e histolégico, durante décadas se creyo que la estenosis aortica
era el resultado de un proceso degenerativo y pasivo provocado por el desgaste
mecanico del envejecimiento (Pawade et al., 2015). No obstante, la evidencia
cientifica contemporanea ha demostrado que se trata de un proceso biologico
activo, altamente complejo y estrictamente regulado, coordinado principalmente por
las células intersticiales valvulares (VIC) ubicadas en la capa fibrosa de la valvula
(Shah et al., 2023). La patogénesis de la enfermedad valvular aértica calcificada
(CAVD) se divide en dos etapas fisiopatolégicas bien definidas: la fase de iniciacion
y la fase de propagacion (Pawade et al., 2015).

La fase deiniciacidones un proceso analogo al de la aterosclerosis que se desarrolla
durante un tiempo prolongado, aproximadamente siete afos, etapa conocida
clinicamente como esclerosis adrtica (Zheng et al., 2020). Esta fase comienza con
una lesion en el endotelio valvular, frecuentemente inducida por estrés
hemodinamico, el cual es particularmente severo en individuos con valvula adrtica
bicuspide (Zheng et al., 2020). El daino endotelial reduce la disponibilidad de 6xido
nitrico, facilitando la infiltracion de lipoproteinas de baja densidad (LDL) y LpA hacia
la capa fibrosa subendotelial (Shah et al., 2023). En este microambiente, las
especies reactivas de oxigeno modifican las lipoproteinas, originando LDL oxidadas
(OxLDL) que estimulan la extravasacion de monocitos (Pawade et al., 2015). Estos
monocitos se diferencian en macréfagos que fagocitan las OxLDL para convertirse
en células espumosas, mejorando la expresion de moléculas de adhesién (ICAM-1,
VCAM-1 y E-selectina) y amplificando el reclutamiento de mastocitos vy linfocitos T
(Zheng et al., 2020). Dicho infiltrado inmunitario desata una respuesta inflamatoria
cronica mediante la secrecion de citoquinas proinflamatorias como IL-13, IL-6, IL-8,
TNF-ay TGF-B, promoviendo simultaneamente procesos fibroticos locales a traveés
de la activacién del sistema renina-angiotensina valvular (Pawade et al., 2015).

Posteriormente, la enfermedad transita hacia la fase de propagacion, la cual se
caracteriza por la activacion y transformacién fenotipica de las células intersticiales
valvulares (VIC) (Zheng et al., 2020). Impulsadas por el entorno proinflamatorio y
las lipoproteinas retenidas, las VIC quiescentes se diferencian en células con un
fenotipo osteogénico, similar al de los osteoblastos, a través de la desregulacion de
vias de sefalizacion cruciales como Wnt/B-catenina, NOTCH1 y el eje
RANK/RANKL/OPG (Shah et al., 2023). Una vez diferenciadas, las VIC producen y
secretan proteinas de matriz extracelular asociadas al hueso (colageno, fosfatasa
alcalina, osteopontina y osteocalcina), lo que provoca el engrosamiento
desorganizado y la rigidez de las valvas (Pawade et al., 2015). Este tejido fibroso
sirve como andamiaje para el depdsito de iones de calcio y fosfato (Demer & Tintut,
2021). A medida que el calcio se acumula, las VIC y los macréfagos sufren
apoptosis, liberando microvesiculas y cuerpos apoptoticos que fungen como nidos
para la nucleacion incesante de cristales de hidroxiapatita (Zheng et al., 2020). La



calcificacion y la consiguiente alteracion de la distensibilidad valvular generan un
aumento sostenido en la tensidbn mecanica, estableciendo un ciclo de
retroalimentacion positiva (circulo vicioso) que perpetua la lesidén valvular y la
progresion inexorable hacia la obstruccion hemodinamica severa (Shah et al.,
2023).

Para comprender la susceptibilidad individual a esta cascada patologica, es
imperativo analizar el componente genético, donde los Polimorfismos de un Soélo
Nucledtido (SNP) juegan un papel protagdénico (Elsevier, 2015). Los SNPs
constituyen la forma mas comun de variacion genética en el genoma humano y
pueden influir directamente en la estructura, la expresion o la funcidon enzimatica de
proteinas clave (Elsevier, 2015). Dentro de la biologia de la calcificacion valvular,
destaca el gen del Ectonucleétido de Pirofosfatasa 1 (ENPP1) (Zheng et al., 2020).
El ENPP1 codifica para una enzima transmembrana esencial en el metabolismo
mineral, cuya funcion primordial es hidrolizar nucleétidos extracelulares (como el
ATP) para generar pirofosfato inorganico (PPi) (Shah et al., 2023). El PPi actua
como un potente inhibidor endégeno de la mineralizacion tisular y es vital para
prevenir el depdsito aberrante de calcio en tejidos blandos (Demer & Tintut, 2021).
Se ha identificado que las variaciones genéticas en el locus de ENPP1, como el
polimorfismo codificante rs1044498, pueden comprometer la regulacion de este
sustrato enzimatico (Zheng et al., 2020). Esta alteraciéon funcional promueve un
desequilibrio bioquimico que exacerba la acumulacion de hidroxiapatita y agota las
reservas de ATP, acelerando la diferenciacion osteogénica y la calcificaciéon de la
valvula adrtica (Shah et al., 2023; Pawade et al., 2015).

Desde la perspectiva clinica, el abordaje de la estenosis adrtica se centra en la
confirmacion diagnéstica mediante ecocardiografia Doppler, clasificandose como
grave cuando el area valvular es <1 cm? el gradiente medio de presion es 240
mmHg y la velocidad maxima supera los 4.0 m/s (Guia ESC/EACTS, 2021). A
diferencia de la aterosclerosis coronaria, hasta la fecha ningun tratamiento
farmacologico, incluyendo terapias hipolipemiantes como las estatinas, ha logrado
frenar o revertir la progresion natural de la estenosis adrtica calcificada (Joseph et
al., 2017). Por consiguiente, una vez que el paciente desarrolla sintomas cardinales
como disnea, angina o sincope, el prondstico es desalentador sin intervencion, y el
reemplazo valvular se convierte en el estandar de oro (Guia ESC/EACTS, 2021).
Las directrices actuales recomiendan el Reemplazo Quirurgico de la Valvula Adrtica
(RQVA) para pacientes jévenesy de bajoriesgo operatorio, mientras que el Implante
Percutaneo de Valvula Adrtica (TAVI) se prefiere en pacientes mayores de 75 afios
o con morbilidades que elevan el riesgo quirargico (Guia ESC/EACTS, 2021; Shah
et al., 2023). La ausencia de terapias médicas subraya la urgencia de investigar
blancos genéticos y moleculares, como el ENPP1, que eventualmente permitan el
disefio de intervenciones para modificar el curso patologico en etapas tempranas.

V. Objetivo General



Determinar si el polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) rs1044498
(C_1207994 20)del gen ecto nucledtido de pirofosfatasa 1 (ENPP1) esta asociado
en pacientes con estenosis adrtica calcificada.

VI.  Objetivos Especificos

e Evaluar la frecuencia alélica del SNP rs1044498 del gen ENPP1 en la
poblacion mexicana.

e Evaluarlafrecuencia alélicadel SNPrs1044498 del gen ENPP1 en pacientes
mexicanos con estenosis adrtica calcificada.

¢ |dentificar diferencias en la frecuencia alélica del SNP rs1044498 del gen
ENPP1 entre pacientes con estenosis aodrtica calcificada e individuos sin
calcificacién valvular.

VIl. Hipétesis

La literatura cientifica sugiere que la enzima ENPP1 es esencial para la regulacion
de la mineralizacién de tejidos duros y blandos a través de la hidrolisis de
nucledtidos. Un desbalance en esta funcién enzimatica puede resultar en una
calcificacion patolégica. Por lo tanto, se postula que los polimorfismos en el gen
ENPP1 pueden inducir una retroalimentacion positiva en la mineralizacion
patoldgica. Especificamente, se plantea que el polimorfismo de un solo nucleétido
(SNP)rs1044498 en el gen ENPP1 facilita la formacion de cristales de hidroxiapatita
y promueve la calcificacion del tejido valvular, contribuyendo de manera significativa
al progreso de la estenosis aortica calcificada (CAVD).

VIll. Metodologia

El presente proyecto se desarroll6 bajo un enfoque metodologico riguroso y
estructurado, enfocado en el analisis genético y clinico para evaluar las
caracteristicas y factores asociados a la Enfermedad Valvular Aértica Calcificada
(CAVD) en una poblacion de pacientes adultos de México. La investigacion se llevo
a cabo integramente en el Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez
(INCICH), garantizando el cumplimiento de los mas altos estandares de calidad,
ética y rigor cientifico.

El flujo metodolégico abarcé desde la seleccion meticulosa de los participantes
hasta el procesamiento avanzado de muestras biologicas en laboratorio. Los
pacientes ingresaron al estudio de forma estrictamente voluntaria, tras recibir una
explicacion detallada de los objetivos y procedimientos, culminando con la firma del
consentimiento informado. Se garantizé que toda la informacion clinica y genética
recopilada fuera tratada con absoluta confidencialidad y anonimato, utilizando los
datos personales exclusivamente para la correcta identificacion y seguimiento de la
enfermedad con fines de investigacién. La fase experimental consistio en la
extraccion de ADN gendmico a partir de sangre periférica, procediendo a la



genotipificacion de polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) mediante técnicas
moleculares de alta precision, especificamente la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) en tiempo real.

IX. Tipo de estudio

De acuerdo con las caracteristicas de su disefio y estructuracion metodoldgica, la
investigacién se definié por su intencién como un estudio aplicativo, orientado a
analizar variables genéticas concretas en un problema de salud publica. Por la
participacién del investigador, se clasific6 como analitico experimental, ya que
implicé el procesamiento en laboratorio y el analisis molecular de las muestras
biolégicas para su genotipificacion. En cuanto a su temporalidad, correspondié a un
disefio transversal, puesto que las caracteristicas clinicas y genéticas de la
poblacion de estudio se evaluaron en un solo momento en el tiempo.

Ademas, por la recoleccidn de los datos, se tratd de un estudio prospectivo, dado
que la obtencién de las muestras biolégicas y la recopilacién de la informacion
clinica se ejecutd hacia adelante en el tiempo tras la aprobacion del proyecto.
Finalmente, por el analisisde los datos, se estructuré como un estudio comparativo,
disefiado especificamente para contrastar las frecuencias alélicas y genotipicas
entre el grupo de pacientes diagnosticados con estenosis aodrtica calcificada y los
individuos de control.

X. Poblacion, criterios de inclusion, de exclusion

Poblacion:

La poblacion objetivo estuvo compuesta por adultos mayores de 18 afos con
diagnéstico de CAVD. La muestra final se calculd estadisticamente en 150
participantes, conformada por pacientes elegibles que se encontraban en protocolo
para recambio valvular aértico o implante percutaneo de valvula aértica (TAVI), o
qgue ya habian sido sometidos a dichos procedimientos por CAVD

Criterios de inclusion:

e Pacientes con diagnostico de CAVD confirmado en el Instituto Nacional de
Cardiologia Ignacio Chavez.

e Diagnéstico respaldado y determinado mediante ecocardiografia o
tomografia computada.

e Pacientes con una gravedad de CAVD suficiente que justificara haber sido
sometidos a recambio valvular aértico/TAVI, o encontrarse en protocolo
activo para dicho recambio.

Criterios de exclusion

e Anomalias congénitas cardiacas.
¢ Enfermedad renal terminal o cancer.



¢ Enfermedades autoinmunes o uso de terapia de inmunosupresion.

e Embarazo.

¢ Enfermedad por depdsito de cristales de pirofosfato de calcio, hidroxiapatita
o hiperostosis esquelética idiopatica difusa.

XIl.  Variables
Tipo de Nombre de la variable Descripcion
variable

Independiente

Polimorfismo genético (SNP)

Variante en la secuencia de ADN evaluada.
Definiciéon operacional: Frecuencia alélica y
genotipica.

Edad

Anos cumplidos.

Sexo

Categorizado en hombre y mujer.

Factores de riesgo cardiovascular

Condiciones como obesidad, hipertension,
diabetes, dislipidemia y tabaquismo.

Comorbilidades Evaluadas individualmente como
positivas/negativas.
Caracteristicas anatomicas Morfologia de la valvula evaluada por

ecocardiograma.

Dependientes

Estenosis aortica (EA)

Presencia o ausencia de la enfermedad

Gravedad de la EA

Evaluada mediante el area valvular aoértica.

Funcidn del ventriculo izquierdo

Medida a través de la Fraccion de eyeccion del
ventriculo izquierdo (FEVI)

Sintomas clinicos y cambios
estructurales

Presencia o ausencia de sintomas (disnea,
angina, sincope) y alteraciones patoldgicas
como hipertrofia o dilatacion ventricular.

XIl.

Definiciones operacionales

o Estenosis aodrtica (EA): Se define operacionalmente como la presencia o
ausencia de la enfermedad, determinada y respaldada con base en los
hallazgos de ecocardiografia u otros métodos diagndsticos de imagen.

e Polimorfismo genético (SNP rs1044498): Variante especifica en la
secuencia del ADN evaluada en el estudio. Operacionalmente se determina
mediante el calculo de la frecuencia alélica y genotipica en la muestra
poblacional.

e Gravedad de la estenosis aodrtica: Nivel de obstruccion hemodinamica
evaluado mediante parametros ecocardiograficos, los cuales incluyen: area
valvular adrtica (rango normal 2.5 a 4.0 cm?), gradiente de presion
transvalvular (normal <10 mmHg en reposo), velocidad maxima del flujo
transvalvular (normal <2.5m/s) e indice de volumen latido (rango normal 30
a 70 ml/m2).




¢ Funcion del ventriculo izquierdo: Se evalua operacionalmente a través de
la medicion de la Fraccién de Eyeccidon del Ventriculo Izquierdo (FEVI),
considerando como parametro de referencia un rango normal del 55% al
70%.

Xlll. Materiales y métodos
Recoleccion de datos y muestras bioldgicas:

El estudio incluy6 pacientes que participaron voluntariamente tras la firma de un
consentimiento informado. Se extrajo una muestra de 5 ml de sangre periférica, la
cual fue recolectada en tubos con EDTA para prevenir la coagulaciény se mantuvo
refrigerada a -70°C hasta el momento de su procesamiento.

Extraccion de ADN genémico:

La extraccién de ADN se llevd a cabo utilizando el kit "Minikit de ADN gendémico
PureLink™" (Thermo Fisher, USA). El protocolo consistio en realizar una mezcla de
células sanguineas con PBS, a la cual se adicion6 proteinasa K y RNasa, con
periodos de incubaciona 37°C y 55°C para promover la digestion proteica y eliminar
ARN. Posteriormente, mediante la adicién de Lysis/Binding Buffer y etanol, la
muestra fue transferida a columnas de centrifugacion donde se sometié a repetidos
ciclos de centrifugacién (10,000 x g) y lavados con Wash Buffers. Finalmente, el
ADN purificado se eluyd y se cuantifico utilizando absorbancia UV a 260 nm.

Disefio de sondas y Reacciéon en Cadena de la Polimerasa (PCR):

La genotipificacion de los polimorfismos se realizé mediante PCR en tiempo real.
Se utilizaron ensayos de sondas TagMan especificas de Thermo Fisher ("TagMan®
SNP Genotyping Assays") para evaluar las secuencias de los polimorfismos
rs1044498 y rs7754586 del gen ENPP1 en el cromosoma 6g23.1.

La mezcla de reaccion incluyd el ADN gendmico, primers especificos, sondas
TagMan, enzima Taq DNA polimerasa, buffer y dNTPs. El programa del
termociclador consistio en una desnaturalizacién inicial a 95°C durante 10 minutos,
seguida de 40 ciclos de amplificacion (desnaturalizacion a 95°C por 15 segundos,
hibridacion a 60°C por 1 minuto, y extension/deteccion de fluorescencia a 72°C por
15 segundos).

Analisis Estadistico:

La determinacion de los polimorfismos se realizé mediante discriminacion alélica.
Posteriormente, se calcularon las frecuencias alélicas y la distribucion de los
genotipos. Para evaluar la significancia de la asociacion entre el SNP y la estenosis
aodrtica, se empleo la prueba de Chi-cuadrado (X2). Adicionalmente, se utilizé un
modelo de Regresion Logistica Multinomial para calcular las razones de momios



(Odds Ratios) y sus respectivos intervalos de confianza bajo distintos modelos de
herencia.

XIV. Resultados: cuadros y graficas.

Por motivos de confidencialidad, proteccion de la propiedad intelectual y
normatividad institucional, en este informe no se incluyen los cuadros, graficas ni
datos cuantitativos especificos obtenidos durante el desarrollo experimental y
clinico. Dichos datos son propiedad intelectual del Instituto Nacional de Cardiologia
Ignacio Chavez (INCICH) y se encuentran bajo el resguardo formal del Dr. Luis
Manuel Amezcua Guerra, tutor responsable del proyecto.

Sin embargo, a manera de resumen de los resultados obtenidos tras el
procesamiento de las muestras y el analisis estadistico, se destaca lo siguiente:

e En el analisis del SNP rs1044498 del gen ENPP1 realizado en la poblacién
de casos y controles, se observd que ambos grupos se encontraron en
equilibrio de Hardy-Weinberg (Casos X2 = 0.42; Controles X2 = 2.84), |o cual
respalda la calidad y representatividad de los datos genéticos obtenidos en
el laboratorio.

e Las frecuencias genotipicas y alélicas mostraron distribuciones similares
entre ambos grupos. Especificamente, la frecuencia del alelo C fue de 0.211
en los casos y de 0.176 en los controles, diferencia que no alcanzoé
significancia estadistica al aplicarla prueba de Chi-cuadrado (X?). El calculo
del odds ratio (OR) por alelo indic6 que la presencia del alelo C no se asocia
a un incremento de riesgo para pertenecer al grupo de casos (OR = 0.81),
mostrando una tendencia protectora no significativa. Al evaluar los modelos
de herencia, los modelos dominante (OR = 1.22) y codominante (OR = 1.16)
no revelaron asociaciones estadisticamente relevantes. El modelo recesivo
arrojo un OR de 3.71, el cual carece de solidez estadistica concluyente
debido a la muy baja frecuencia del genotipo CC en la muestra estudiada.

Actualmente, la informacion recabada forma parte de una linea de investigacion
institucional mas amplia orientada al estudio de la calcificacién cardiovasculary los
factores genéticos asociados, por lo que los resultados finales seran incluidos en
una préxima publicacion cientifica en una revista indizada

XV. Analisis de resultados.

A pesar de la restriccién para presentar los datos numéricos y graficos en este
documento por derechos de autoria institucional, de manera general se puede
senalar que el desarrollo del proyecto permitié estandarizar y ejecutar exitosamente
las técnicas de extraccion de ADN gendmico a partir de sangre periférica, asi como
la genotipificacidn mediante Reaccidén en Cadena de la Polimerasa (PCR) en tiempo
real con sondas TagMan para el SNP rs1044498 del gen ENPP1 en la muestra
poblacional.



La integracién de las evaluaciones moleculares y la recopilacion de variables
clinicas permitieron consolidar una base metodoldgica y analitica solida para el
estudio de las frecuencias alélicas y genotipicas en pacientes con Enfermedad
Valvular Adrtica Calcificada (CAVD). El analisis estadistico detallado y la discusion
especifica de los hallazgos permanecen bajo el resguardo del equipo de
investigacién del Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez para los fines de
la futura publicacion cientifica en marcha.

XVI. Conclusiones de la investigacion

El desarrollo de este proyecto de investigacion permitié implementar con éxito un
protocolo integral de analisis clinico y genético para el estudio de la Enfermedad
Valvular Aértica Calcificada (CAVD) en una muestra de la poblacion mexicana. La
estandarizacion de las técnicas de extraccion de ADN y la genotipificacion del
polimorfismo rs1044498 del gen ENPP1 mediante PCR en tiempo real contribuyen
significativamente a la consolidacion de metodologias moleculares aplicadas a la
cardiologia dentro del instituto.

Si bien los datos experimentales y estadisticos precisos no pueden ser presentados
en este documento por restricciones institucionales de propiedad intelectual, la
experiencia obtenida y el analisis preliminar evidencian la viabilidad y la enorme
relevancia de estudiar las bases genéticas de las valvulopatias. El proyecto refuerza
la nocion de que la CAVD no es un simple proceso degenerativo, sino una patologia
celular activa donde la regulacion enzimatica de la mineralizacién (como la mediada
por ENPP1) juega un papel preponderante.

Esta investigacion se suma a la base cientifica emergente que busca desentraiar
los mecanismos moleculares de la calcificacion cardiovascular. Es imperativo
continuar con esta linea de investigacion, ampliando el tamafno de la muestra y
explorando otros polimorfismos relacionados, con la finalidad de aportar
conocimientos que en el futuro permitan la identificacion de nuevas dianas
terapéuticas farmacoldgicas capaces de detener o revertir el curso de la estenosis
adrtica, mejorando asi el prondstico y la calidad de vida de los pacientes.
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Capitulo Il. Conclusiones del pasante sobre su servicio social.
Con relacién a su formacién como persona.

El afio de Servicio Social en el Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez ha
representado una etapa de introspeccidén profunda y un verdadero catalizador para
mi madurez y crecimiento humano. A diferencia del vertiginoso ritmo
intrahospitalario del internado médico de pregrado, donde lainmediatez de la clinica
y la urgencia dictan el actuar diario, la inmersion en un protocolo de investigacion
en un instituto nacional de tercer nivel me exigio desarrollarun temple distinto y una
nueva perspectiva. Aprendi que laciencia requiere de una pacienciainquebrantable,
una alta tolerancia a la frustracion y una meticulosidad absoluta.

Enfrentarme a los procesos minuciosos de laboratorio me ensefié a valorar el rigor,
la ética profesional y la perseverancia. A nivel personal, este afio me permitié
fortalecer mi capacidad de adaptacion frente a lo desconocido, forjar resiliencia
frente a los inevitables reveses experimentales y cultivar la empatia y la humildad
necesarias para colaborar arménicamente en un equipo multidisciplinario.
Comprendi el inmenso valor de la sinergia intelectual, donde cada investigador,
técnico y médico especialista aporta una pieza fundamental al vasto rompecabezas
del conocimiento, enriqueciendo mi visiébn de la vida y de las relaciones
interpersonales.

Con relacion a su formacién profesional.

Profesionalmente, la oportunidad de realizar mi servicio social en la modalidad de
investigacién bajo la tutela del Dr. Luis Manuel Amezcua Guerra ha sido un hito
transformador y definitivo en mi carrera médica. La medicinacontemporanea no solo
se nutre de la practica clinica, sino de la generacion incesante y rigurosa de
evidencia cientifica. Durante este periodo, adquiri competencias técnicas altamente
especializadas que trascienden el curriculo médico tradicional, dominando técnicas
de biologia molecular complejas como la extraccion de ADN gendmico y la
genotipificacion mediante Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) en tiempo
real utilizando ensayos de discriminacion alélica con sondas TagMan.

Asimismo, desarrollé un pensamiento analitico y epidemiologico robusto al
adentrarme en el analisis estadistico avanzado, interpretando modelos de regresion
logistica multinomial y evaluando el equilibrio de Hardy-Weinberg para comprender
el impacto de las variantes genéticas en la estenosis aodrtica calcificada.

El entorno de excelencia del INCICH me impulsé a mantener un alto estandar de
actualizacion médica. Tuve lainvaluable oportunidad de complementar mi formacién
asistiendo a foros de gran relevancia, como el Congreso SOLACI SOCIME, el
XXXIV Congreso Mexicano de Cardiologiay las LVII Jornadas Médico-Quirurgicas.
Mas alla de las habilidades manuales de laboratorio, este entorno de excelencia
académica me inculcé el rigor estricto del método cientifico, agudizé mi lectura



critica de la literatura médica internacional y potencié mi capacidad para estructurar
y redactar reportes cientificos. Esta experiencia me ha preparado integralmente
para afrontar los desafios de la medicina traslacional moderna, consolidando mi
vocacion por la actualizacién médica continua y la busqueda de la excelenciaclinica
basada en evidencia.

Con relacion a su aportacion a la comunidad.

Aunque mi labor diaria como pasante de investigacion en salud no se desarroll6 en
el contexto tradicional de un consultorio de primer nivel con atencion directa a
pacientes, el impacto de mi trabajo posee una profunda e innegable vocacion de
servicio hacia la sociedad mexicana. La estenosis adrtica calcificada representa la
valvulopatia mas frecuente a nivel global, y en la actualidad, constituye una carga
inmensa para los sistemas de salud al carecer de tratamientos farmacoldgicos
preventivos, dejando al reemplazo valvular quirdrgico o percutdneo como la unica
via terapéutica.

Al contribuir arduamente al entendimiento de las bases genéticas, fisiopatoldgicas
y moleculares de esta enfermedad debilitante —especificamente a través del
analisis de los polimorfismos del gen ENPP1—, mi esfuerzo intelectual y técnico se
suma a una linea de investigacion fundamental que ostenta el potencial de
descubrir, a mediano y largo plazo, nuevas y efectivas dianas terapéuticas. Esta es,
en su esencia mas pura, una aportacion perdurable y trascendental ala comunidad:
generar el cimiento cientifico sélido que el dia de mafana podria evitar
intervenciones cardiovasculares invasivas, disminuirla morbimortalidad asociaday
mejorar drasticamente la calidad y esperanza de vida de miles de pacientes. La
investigacién es el motor del progreso médico, y formar parte de ella es mi mayor
contribucion a la salud publica de mi pais.

En relacion con su institucion educativa.

Me siento profundamente agradecido y orgulloso de ser egresado de la Universidad
Auténoma Metropolitana, Unidad Xochimilco. Enfrentarme a un protocolo de
investigacién molecular en un Instituto Nacional de Tercer Nivel me hizo valorar
enormemente el Sistema Modular de la UAM. Las herramientas de investigacion, el
fomento al pensamiento critico y la capacidad de analisis que la universidad nos
inculca trimestre tras trimestre, fueron la base que me permitié desenvolverme con
soltura y seguridad en este proyecto.

La UAM me enseid a no ser un ente pasivo ante el conocimiento, sino a cuestionarlo
y buscar siempre la aplicacion social del mismo. A pesar de los retos globales que
atravesamos durante nuestra formacion, el modelo educativo me brindé la
autonomia necesaria para aprender a aprender. Me llevo de mi alma mater un
sentido inquebrantable de responsabilidad social y la conviccion de poner siempre
los conocimientos cientificos adquiridos al servicio de las problematicas de nuestro
pais.



