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1 INTRODUCCION

La enfermedad cerebrovascular (EVC) es un déficit neuroldgico que se puede presentar por
diversas razones como alteraciones de la pared vascular, por un émbolo o un trombo, por
rotura de un vaso, por un cambio en la permeabilidad de la pared o por cambios de la
viscosidad (Ropper, 2000).

La EVC se puede diferenciar en funcion de la lesion, ya sea isquémica o hemorragica. La
isquémica se debe a la falta de irrigacion sanguinea y puede presentarse un infarto cerebral.
Esto va a depender del tiempo en que transcurra el accidente cerebrovascular, si este es menor
a 24 horas solo se le denomina trastorno isquémico transitorio (T1A), si es mayor a 24 horas
es un infarto cerebral. La EVC hemorragica se da por una rotura de un vaso, y se divide en
dos tipos intracraneal y subaracniodea. La EVC que se presenta con mayor frecuencia es la
isquéemica con 80%, y la hemorragica con un 20% .(Ropper, 2000).

Existe otro accidente cerebrovascular que representa solo de un 0.5 al 1%, y es la Trombosis
venosa cerebral (TVC), que es una entidad de baja incidencia al igual que su informacion.
La TVC puede presentarse a cualquier edad, pero se presenta con mayor frecuencia en las
mujeres debido a los factores de riesgo como los anticonceptivos hormonales, el embarazo,
la terapia de remplazo hormonal, el puerperio e infecciones locales (Ropper et al., 2000).
Las EVC representan la segunda causa de muerte a nivel mundial. En México es un problema
de salud que ocasiona elevadas cifras de mortalidad y son una causa importante de
incapacidad permanente que consume importantes recursos econdmicos (Nieto de Pascual,
2003).

Aunque se conocen factores de riesgo como hipertension, cardiopatia, diabetes, tabaco y
alcohol, entre otras, los cuales pueden prevenirse, los accidentes cerebrovasculares auin
siguen siendo las causas principales de ingresos en los servicios de urgencias en hospitales.
(Caplan et al., 2009).

Por otro lado, los factores genéticos constituyen una posible fuente de variacion individual
en el riesgo del accidente cerebrovascular, por lo tanto, el estudio de la genética de los

factores de riesgo del EVC puede reducir la complejidad de las relaciones genotipo-fenotipo



y proporcionar una mejor capacidad para detectar los genes que generan la susceptibilidad
(Rowland, 2011).

Se ha mostrado una incidencia entre la relacion de las enfermedades coronarias, con la
enzima sintasa del 6xido nitrico endotelial (eNOS) (Tran et al., 2022; Oliveira-Paula et al.,
2016; Li et al., 2015). El 6xido nitrico (NO) es una molécula mensajera que en un principio
fue considerado como el factor relajante derivado del endotelio desde 1988 por Moncada
(Centelles et al., 2004). EI NO desempefia un papel importante en procesos fisioldgicos como
la liberacién de hormonas, la sefalizacion y la regulacion de la neurotransmision no
colinérgicas y noradrenérgicas relacionadas con la memoria y aprendizaje, la
neuroproteccion vy la plasticidad sinéptica, regula la transcripcion génica y la traduccion del
RNAm; también regula la homeostasis vascular, ya que es un potente vasodilatador endégeno
y, por lo tanto, controla el tono vascular. EI NO es un factor importante en las propiedades
antiaterosclerdticas del endotelio, inhibe la agregacion plaquetaria, regula la proliferacion y
migracion del muasculo liso, y tiene efectos antitrombdticos (Silvis et al., 2017)

El éxido nitrico (NO) es sintetizado a partir del aminoacido L-arginina como sustrato por
una familia de enzimas denominadas sintasas del 6xido nitrico (NOS). Se han reportado tres
isoformas de las NOS: dos isoformas constitutivas dependen de calcio Ca?* y calmodulina,
la sintasa del 6xido nitrico endotelial (eNOS o NOS3) se localiza principalmente en la
membrana de células endoteliales de vasos sanguineos, en células cardiacas, epiteliales y en
ciertas neuronas; la otra isoforma constitutiva es la sintasa del 6xido nitrico neuronal (nNOS
0 NOS1) que se encuentra principalmente en neuronas tanto en el cerebro como en la médula
espinal y suprarrenal y por ultimo una isoforma inducible independiente de Ca®" y
calmodulina (INOS o NOS2) identificada en el citosol de algunas células que participan en
la respuesta inmune como macrofagos y células endoteliales inducidas por endotoxinas o
citocinas. (Zhao et al., 2014; Monti et al 2003; Vaca-Villanueva et al., 2021).

El gen NOS3 que codifica para la eNOS, se encuentra en el cromosoma 7935-36, y esta
conformado por 26 exones que codifican para una proteina de 123kDa con 1203
aminoacidos, que es una enzima homodimerica (Vaca-Villanueva et al., 2021).

Se han informado asociaciones con variantes genéticas en el gen de la eNOS con
enfermedades cardiovasculares, hipertension, angina espastica coronaria, infarto al
miocardio y accidentes cerebrovasculares. Las mas estudiadas son la variante “T-786C que

se localiza en la regién promotora de la transcripcion, la variante eNOS 4ab que se encuentra



en el intron 4 y esté relacionada con la alteracion de la actividad del promotor, y la variante
G894T localizada en el exdn 7 que codifica el cambio de un aminoacido glutamato a aspartato
(Glu894Asp)”(Ksiazek et al., 2003, Jiménez-Gonzalez et al., 2021; Seckin et al., 2016).

El objetivo de este trabajo fue determinar la posible asociacion de dos polimorfismos de la

eNOS con la trombosis venosa cerebral y su frecuencia en la poblacion mexicana normal.



2 MARCO TEORICO

2.1 Enfermedades cerebrovasculares

La enfermedad cerebral vascular EVC representa un importante problema de salud publica
ya gue se sitda entre las cuatro primeras causas de mortalidad en la mayoria de los paises y
es responsable de un elevado porcentaje de la carga de los trastornos neurolégicos. La EVC
es la principal causa de incapacidad neuroldgica grave y genera un enorme costo, tanto de
forma directa en atencion sanitaria como derivado de la pérdida de productividad. Se han
hecho grandes progresos en la comprension de la epidemiologia, etiologia y la patogenia, que
han conducido a nuevos metodos de diagndstico y tratamiento (Rowland, 2011).

El término enfermedad cerebrovascular o accidente cerebrovascular designa cualquier
anomalia del cerebro (Caplan et al., 2009), consecuencia de un proceso patoldgico de los
vasos, que incluyen la oclusion del interior por un émbolo o un trombo, la rotura de un vaso,
alteraciones en la permeabilidad de la pared vascular o incrementos en la viscosidad de la
sangre u otros cambios en sus caracteristicas, que fluye por los vasos cerebrales (Ropper,
2000). Se debe pensar en un cuadro patoldgico vascular no solo en sus aspectos mas
generales o macroscopicos (embolia, trombosis, diseccién o rotura de un vaso) sino en
términos del trastorno béasico o primario (ateroesclerosis, cambios arterioesclerdticos por
hipertension, arteritis, dilatacion aneurismatica y malformaciones surgidas en el desarrollo)
(Ropper, 2000). Dependiendo de su naturaleza, la enfermedad vascular cerebral se puede
representar como isquémica, hemorragica o como trombosis venosa cerebral con una
proporcion en torno al 85% , 15% y 5% respectivamente, existen varios subtipos. La
isquemica se divide en varios subtipos (Figura 1) segin el mecanismo y la funcion del tipo,
asi como la localizacion de la lesion vascular. La isquemia se produce por una disminucion
del aporte sanguineo cerebral de forma total (isquemia global) o parcial (isquemia focal).
Segun la duracion del proceso isquémico focal se presentard como isquemia cerebral
transitorio (AIT) o como infarto cerebral, en funcion de que el déficit isquémico se revierta
0 no antes de 24 horas (Ropper, 2000; Arauz-Antonio, 2012).

La hemorragia intracraneal puede subdividirse en varios tipos o clasificaciones segin la
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localizacion y el origen vascular de la sangre: subaracnoidea, cuando la hemorragia se origina

en los espacios subaracnoideos que rodean el cerebro e intracerebral, cuando la hemorragia

se produce en el interior de la sustancia o parénquima del cerebro. Ahora bien, existen otros

tipos de hemorragia intracraneal como, por ejemplo, la subdural y la epidural, los cuales son

asociados normalmente a un traumatismo (Ropper, 2000). Hay que considerar que el término

ictus representa de forma genérica un grupo de trastornos que incluyen el infarto y las

hemorragias cerebrales. Ictus es un término latino, que al igual que su correspondiente Stroke

que significa golpe, describen el caracter brusco y subito del proceso. (Ropper, 2000, Caplan
et al., 2009; Arauz-Antonio, 2012).

Enfermedad Vascular Cerebral

Isquémica 80%

|

Hemorragica 20%

Trombosis venosa cerebral 5%

Hemorragia intracerebral

Hemorragia subara

cnoidea

Indeterminado

Figura 1. Frecuencia de los subtipos de enfermedad cerebrovascular (Tomado de Arauz A'y
Ruiz-Franco A. 2012)

Isquemia Infarto cerebral
cerebral
transitoria . =
Ateroesclerosis [ |Enfermedad de pequeiio vaso
Cardioembolismo [——— | Otras causas
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2.2 Isquémica

Patogenia y clasificacion de las EVC

e [nfarto cerebral

La disfuncion cerebral se produce con valores de flujo sanguineo cerebral inferiores a 50 mg/
dl y la lesién neuronal irreversible comienza por debajo de 30 mg/dl. Cuando el flujo
sanguineo se interrumpe totalmente durante 30 segundos, el metabolismo cerebral se altera;
después de 1 minuto la funcidn neuronal cesa. Transcurridos 5 minutos desde la interrupcion,
la anoxia inicia una cadena de fendmenos que puede dar lugar a un infarto cerebral; sin
embargo, si el flujo de sangre oxigenada se restablece con eficaz rapidez, la lesién es
reversible, como sucede en al AIT (Ropper, 2000; Caplan et al., 2009).

Interesantes estudios sobre las consecuencias celulares de la isquemia han permitido
dilucidar la cascada isquémica. Una cascada de fendmenos a escala neuronal conduce a la
disfuncién y muerte celular, que comienza con de la bomba de sodio/potasio (Na*/K*), la
despolarizacion de la membrana neuronal, la liberacién de neurotransmisores estimuladores
y la apertura de los canales de calcio, la entrada de calcio produce mayor lesién neuronal,
con dafio de los organelos y aumento de la desestabilizacién del metabolismo neuronal y de
la funcion normal. El calcio penetra en la neurona a través de diversos canales sensibles al
voltaje 'y mediados por receptores (N-metil-D-aspartato). Los neurotransmisores
estimuladores, como el glutamato y la glicina, pueden aumentar la entrada de calcio a través
de estos canales. Estos fendmenos pueden conducir a la muerte neuronal retardada y son el
objetivo principal de diversas estrategias de neuroproteccion. La penumbra isquémica se ha
definido como la regién del cerebro que rodea la zona central de un infarto, donde la funcién
neuronal esta alterada, pero se puede recuperar (Rowland, 2011., Arauz-Antonio, 2012).

Un gran numero de mecanismos pueden producir la isquemia cerebral. El infarto
hemodinamico se origina como consecuencia de un impedimento a la perfusion normal cuya
causa es, por lo general, una estenosis arterial intensa o la oclusion producida por
ateroesclerosis y trombosis coexistente. La embolia tiene lugar cuando una particula de un
trombo de origen mas proximal se traslada a lo largo del sistema vascular y produce una

oclusidn arterial. Afecciones menos frecuentes que disminuyen la perfusion cerebral y
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producen, como resultado un infarto, son la diseccion de la aorta, la vasculitis primaria o
secundaria, la hipercoagulacion, el vasoespasmo, la hipotensién sistémica, la
hiperviscosidad, la enfermedad de moyamoya, la displasia fibromuscular, la compresion
extrinseca de las arterias mayores por un tumor y la oclusién de las venas que drenan el
cerebro. Los principales cuatro subtipos mas frecuentes de isquemia cerebral son:
aterosclerosis de grandes vasos; el cardioembolico, el de pequefios vasos (lacunar) y el

criptogénico (Ropper, 2000., Rowland, 2011).

e Infarto ateroesclerosis de los grandes vasos

La placa aterosclerética en una bifurcacion o en la curva de un vaso de gran calibre produce
estenosis progresiva y la oclusion final de la arteria por trombosis o estrechamiento de la luz
vascular. La placa aterosclerdtica se puede formar en cualquier punto a lo largo de la arteria
carotida y del sistema vertebrobasilar, pero su localizacién mas frecuente son la bifurcacién
de la car6tida (Ropper, 2000, ; Rowland, 2011).

La isquemia se atribuye al fracaso de la perfusion distal al lugar de una estenosis intensa u
oclusion del vaso mayor. La estenosis u oclusion ateroesclerotica también puede dar lugar a
infarto cerebral a través de un mecanismo de embolia. En este caso, los émbolos procedentes
de lesiones ateromatosas proximales ocluyen ramas més distales (Ropper, 2000; Rowland,
2011).

e Cardioembolia

Muchos ictus causados por embolias se originan a partir de un trombo cardiaco. Una pequefia
particula de trombo se desprende y se traslada por la circulacion hasta que se aloja en una
arteria demasiado pequefia para permitir su paso. Ademas de trombo, otros tipos de particulas
gue pueden producir émbolos son los tumores, la grasa y otras sustancias extrafias Las
fuentes mas frecuentes de cardioembolia son: las valvulopatias, los trombos intracardiacos,
un aneurisma ventricular o septal, y miocardiopatias que producen estancamiento de la sangre
y aumento de la propension a la formacion de trombos intracardiacos (Ropper, 2000;
Rowland, 2011).
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e Infarto lacunar de pequefios vasos
Estos ictus ocasionan sindromes clinicos caracteristicos, con una pequefia zona de isquemia
limitada al territorio de un solo vaso. Los principales sindromes clinicos del ictus lacunar
son: la hemiparesia motora pura, el sindrome sensitivo puro, la disartriamano torpe, la
hemiparesia ataxica y el sindrome sensitivomotor. Estos sindromes se aprecian por la
afectacion de funciones neuroldgicas elementales y por la relativa preservacion de funciones
corticales superiores, como la atencion y el lenguaje, algunos casos de infarto de pequefios
vasos pueden incluir cambios cognitivos como rasgo principal (Ropper, 2000; Rowland,
2011).

e Infarto criptogénico
En estos casos, en los que el mecanismo del infarto es desconocido, se denominan infartos
de causa no determinada o infartos criptogénicos. Los casos clasificados como infarto
criptogénico no tienen lesion estendtica arterial en el territorio del ictus; tampoco historia
clinica ni resultados de laboratorio indicativos de cardioembolia clara y no presentan
habitualmente sindrome lacunar (Ropper, 2000; Rowland, 2011).

e Ataque isquémico transitorio (AIT)

Se denomina ataque o accidente isquémico transitorio (AIT) a la aparicion de sintomas
neuroldgicos de origen isquémico que dura menos de 24 horas, de hecho, la mayoria de los
ataques solo duran de unos minutos a una hora. La causa de la isquemia transitoria puede ser
un flujo distal bajo si el flujo colateral es insuficiente; las AIT suelen ser breves y
estereotipadas. La AIT puede reflejar la afectacion de practicamente cualquier arteria
cerebral: carétidas primitivas o interna, arterias cerebrales media, posterior o anterior, arteria
oftdlmica, arteria vertebral, tronco basilar o arteria cerebelosa 0 una rama penetrante a la
capsula interna, el talamo o el tallo encefalico. Pueden aparecer intrinsecamente como crisis
transitorias de hemiparesia, afasia, insensibilidad u hormigueo en una mitad del cuerpo,
disartria, diplopia, ataxia, oscurecimiento de un campo visual o todas las combinaciones, en
que se duplican los sindromes de enfermedad cerebrovascular. (Ropper, 2000; Rowland,
2011).
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La AIT puede aparecer o acompafiar después de que aparecio y evoluciond una enfermedad
cerebrovascular o puede surgir intrinsecamente sin culminar en un accidente de este tipo,
hecho que dificulta la valoracion de cualquier forma de tratamiento (Ropper, 2000; Rowland,
2011).

2.3 Hemorragia intracraneal

La hemorragia intracraneal se produce como consecuencia de la rotura de un vaso en
cualquier lugar de la cavidad craneal. La hemorragia intracraneal se clasifica segin su
localizacion, la naturaleza del vaso o los vasos afectados (Ropper, 2000, p.746; Rowland,
2011).

e Hemorragia cerebral

La hemorragia cerebral se caracteriza por sangrado en el interior de la sustancia cerebral,
cuyo origen es habitualmente una arteria penetrante de pequefio calibre. Se considera que la
hipertensién es la causa de la debilidad de la pared de las arteriolas y de la formacion de
microaneurismas. Otras causas son: mal formaciones arteriovenosas, aneurismas,
enfermedad de moyamoya, trastornos hemorragicos o la administracion de anticoagulantes,
traumatismos, tumores, angiomas cavernosos Yy drogadiccion. Las localizaciones mas
frecuentes de hemorragias arterial son el putamen, el caudado, la protuberancia, el cerebelo,
el talamo o la sustancia blanca profunda. La hemorragia puede continuar durante varias horas
después de su inicio y, por consiguiente, los hematomas se pueden extender. Si el paciente
sobrevive a una hemorragia cerebral, los fagocitos eliminan la sangre y el tejido necrotico
cerebral. El tejido cerebral destruido se sustituye parcialmente por tejido conectivo, glia y
vasos sanguineos neoformados, lo que da lugar a una cavidad encogida llena de liquido.
(Ropper, 2000; Caplan et al., 2009; Rowland, 2011.)

e Hemorragia subaracnoidea

La hemorragia subaracnoidea se produce cuando la sangre se localiza alrededor de las

membranas Yy en el liquido cefalorraquideo.
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La causa principal es la fuga de sangre a partir de un aneurisma cerebral; estos se pueden
distribuir en diferentes lugares por toda la base del cerebro, en particular en el origen o la
bifurcacion de las arterias del poligono de Willis. Entre otras causas estan las malformaciones
arteriovenosas, trastornos hemorragicos o la administracion de anticoagulantes,
traumatismos, vasculopatia amiloidea o trombosis del seno central. Los signos y sintomas
incluyen la aparicién brusca de cefalea muy intensa, vomitos, alteracion de la consciencia y,
algunas veces, coma; estas caracteristicas suceden con frecuencia sin signos de localizacién
focal (Ropper, 2000, p.746; Caplan et al., 2009; Rowland, 2011, p.250).

La hemorragia subaracnoidea se presenta en pacientes mas jovenes y con mayor frecuencia
en mujeres. Algunos de los factores desencadenantes pueden ser los anticonceptivos orales,
la hipertension y el tabaco entre un 30% hasta un 70% esto depende de la gravedad del cuadro
inicial (Ropper, 2000; Caplan et al., 2009; Rowland, 2011).
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3 TROMBOSIS VENOSA CEREBRAL

Se le llama trombosis cuando un paciente presenta un codgulo (trombo) que impide la
circulacién sanguinea.

La trombosis venosa cerebral (TVC) se describié por el medico franceés Ribes en 1825 a
través de una autopsia de una mujer de 45 afos la cual presentaba cefalea intensa, crisis
tonico-clonicas generalizadas y delirio; afectando el seno sagital superior y senos laterales.
Mas adelante Jonh Aberrombie en 1828 reporta la primera trombosis en una mujer de 24
afios que presento cefalea intensa, crisis convulsivas dos semanas después del parto,
afectando el seno sagital superior y las venas anastomoticas corticales. En los afios 60
Krayenbuhl y colaboradores publicaron 92 casos de TVC donde el 40 % se atribuyeron a
infeccion y el 55 % de causa no infecciosa, de los cuales 17 casos fueron por embarazo,
aborto o puerperio (etapa inmediata al nacimiento), en ese mismo afio la TVC se reportaba
con una incidencia de 0.2-0.5 por cada 100,000 personas-afio con un 0.5 % del total del
evento vascular, sin embargo esta incidencias aumentaron a 1.32-1.57 por cada 100,000
personas-afo siendo 1.5 a 2 % del evento vascular reportado por todo el mundo (Rivera-
Gongora et al., 2022; dos Santos et al., 2022; Ruiz-Sandoval et al., 2012).

La TVC es una enfermedad neurovascular poco comdn causada por oclusion venosa
trombotica dentro de la cavidad craneal de un seno dural, o una vena cortical, también se le
considera TVC a la trombosis venosa cerebral profunda (Mehta et al., 2019).

La TVC se representa alrededor del 0.5 al 1 % entre todos los tipos de enfermedades
cerebrovasculares (Ruiz-Sandoval et al., 2012). La TVC es una enfermedad grave pero
potencialmente tratable, afecta de manera mas frecuente a adultos jovenes, con una
incidencia de 13 casos por millon de habitantes adultos y siete casos en nifios (Tadi et al.,
2023).
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La TVC en la poblacion adulta tiende a ocurrir con mayor frecuencia en pacientes entre
edades de 20 a 50 afios en comparacién con otras enfermedades cerebrovasculares, pero es
poco frecuente en pacientes con edades mayores de los 65 afios (Dmytriw et al., 2018). La
TVC es mas frecuente en mujeres que en hombres debido a factores asociados con el género
como el parto, puerperio y al uso de anticonceptivos orales los cuales estan involucrados en
la fisiopatologia de la TVC; ademas, la edad de presentacion es mas frecuente entre los 25y
35 afos (Ehtisham et al., 2006; Guenther et al., 2011).

Los signos y sintomas de la TVC son variables siendo el mas comun el dolor y aun no existe
un patrén reconocible o identificable por lo que puede conducir a diagndsticos erréneos. La
TVC puede confundir con una serie de afecciones como hipertension intracraneal
espontanea, hemorragia subaracnoidea, déficit neuroldgico focal, crisis, tumor, absceso,
encefalitis encefalopatia metabolica, el uso de talidomida en mieloma mdltiple y
meningoencefalitis (Tadi et al., 2023; Mehta et al., 2019; Ehtisham et al., 2006).

En un estudio internacional la trombofilia genética y adquirida estuvo presente en el 34 % de
los pacientes con TVC; la trombofilia hereditaria incluye deficiencias en la proteina Sy C,
deficiencia de antitrombina, mutacién del factor V Leiden, mutacion del gen de la
protrombina y la hiperhomocisteinemia (Silvis et al., 2017).

Otros factores de riesgo asociados a la TVC incluyen enfermedades inflamatorias como lupus
eritematoso sistémico, enfermedades inflamatorias intestinales y la granulomatosis de
Wegener; infecciones locales como la otitis y mastoiditis las cuales pueden conducir a la
trombosis de los senos sigmoideo y transverso, asi como también TVC (Silvis et al., 2017,
Ruiz-Sandoval et al., 2012).

La TVC también se puede presentar en pacientes con lesiones en la cabeza después de
procedimientos neuroquirdrgicos, lesiones directas en los senos paranasales o venas
yugulares como el cateterismo de la vena yugular o después de una puncion lumbar.( Silvis
etal., 2017). (Tabla 1)
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Tabla 1. Posibles causas de TVC
Neoplasias
Carcinomas viscerales, leucemias, linfomas,
enfermedades,mieloproliferativas,

hemangioma, metastasis cerebrales.

Enfermedades inflamatorias

Lupus eritematoso sistémico; granulomatosis de
Wegener; sarcoidosis; arteritis de la arteria
temporal; Behcet; sindrome antifosfolipidico,
tiroiditis.

Enfermedades infecciosas

Infecciones regionales (oido, nariz, ojo, faringe,
cabeza y cuello, (septicemia, endocarditis,
abscesos,
VIH, CMV,

malaria, triquinosis, aspergilosis, criptococosis,

tifoidea, tuberculosis, sarampion,

hepatitis, encefalitis, herpes,
empiema, meningitis, osteomielitis, sinusitis,
celulitis facial.

Medicamentos

Anticonceptivos orales, terapia de reemplazo
hormonal, esteroides, antineoplasticos (L-
asparaginasa), acido épsilon aminocaproico.

Fuente: Rev Med Hosp Gen Mex 2003; 66 (1):7-12

Trastornos hematoldgicos

Policitemia, hemoglubinuria  paroxistica,

anemia de células falciformes, anemia
posthemorragica, aumento de lipoproteina A,
deficiencia de antitrombina Ill, deficiencia de
plasmindgeno, criofibrinogenemia,
hiperhomocisteinemia, exceso del factor VIII,
mutacion del factor I, Amenia ferropénica,
deficiencia del acido folico y de vitamina Bs y
B12, deficiencia de proteina C y S; mutacion del
factor V Leyden; mutacién de protrombina
G20210A, coagulacion intravascular
diseminada.

Enfermedades gastrointestinales

Colistis ulcerativa
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3.1 Anatomia

Las venas cerebrales no contienen capas tipicas de las paredes de los vasos, por lo cual
permite dilatacion, asi como el movimiento del flujo sanguineo en cualquier direccion cuando
es obstruido. El drenaje del cerebro se divide en dos: el sistema venoso superficial y el
sistema venoso profundo este Gltimo drena hacia los principales senos durales como el seno
sagital superior (SSS), seno sagital inferior (SSI), senos laterales (SL), seno cavernoso y seno
recto; finalmente el drenaje se lleva a cabo a través de la vena yugular interna; mientras que
el sistema venoso superficial drenan sangre venosa de la corteza cerebral y una porcion de la
sustancia blanca subyacente, también tienden a drenar principalmente al SSS y SL. El sistema
venoso profundo drena sangre desde la sustancia blanca profunda de los hemisferios, asi
como de los ganglios basales hacia la vena de Galeno; ambos sistemas contienen maltiples
anastomosis, esto permite vias alternas al drenaje venoso cuando se presente una trombosis
(Vaca-Villanueva et al., 2021; Guenther et al., 2011).

La funcidn de los senos durales consta de la absorcion del liquido cefalorraquideo (LCR), ya
que contienen las vellosidades aracnoideas, los senos durales estdn conformados por dos
grupos: el posterosuperior que comprende el SSS, el SSI y los SL con sus porciones
transversa y sigmoidea, el seno recto y occipital; el grupo anteroinferior que incluyen los
senos petrosos superior e inferior y el cavernoso. El SSS drena la corteza cerebral la mayor
parte y corresponde anatémicamente al borde de la hoz del cerebro; los SL se originan en la
presa de Herofilo y se extienden hasta el bulbo de la yugular, tienen una porcion transversa
y una porcién sigmoidea que va unida a la apofisis mastoides y es susceptible de trombosis
a pacientes que presentan mastoiditis u otitis media; el seno lateral drena sangre del cerebelo,
tallo encefélico y la parte posterior de los hemisferios cerebrales, la funcion de los senos
cavernales es drenar a las venas yugulares internas mediante los senos petrosos y se localizan
en la base del craneo, en posicion superolateral a los senos esfenoidales; debido a sus paredes
laterales discurren los nervios motor ocular comdn (I11), troclear (1V) y el trigémino (V). En
la parte medial esta el nervio motor ocular externo (V1) y la arteria carétida interna rodeada
por el plexo simpatico (Figura 2) (Vaca-Villanueva et al., 2021; Guenther et al., 2011).
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Figura 2. Anatomia de los principales senos venosos. CS: confluencia de los senos (presa de
Herofilo); VAI: vena anastomética inferior (Labbé); VAS: vena anostomética superior
(Trolard); VB: vena basal (Rosenthal); VCI: vena cerebral interna (Galeno); VCS: venas
cerebrales superficiales; SR: seno recto; SS: seno sigmoideo; SSI: seno sagital inferior; SSS:
seno sagital superior; ST: seno transverso o lateral. (Tomado de Guenther 2011)

3.2 Fisiopatologia

La localizacion usualmente de trombosis venosa cerebral es el seno sagital superior, el seno
transverso y el seno sigmoides. Para que la TVC origine una lesidn cerebral puede explicarse
a través de dos mecanismos fisiopatoldgicos: el primer mecanismo es cuando la trombosis
de las venas cerebrales induce un aumento de la presion venosa y capilar por lo que hay una
disminucion de la perfusion cerebral, la disminucion de esta da como resultado una lesion
isquémica, manifestandose con un edema citotdxico, dafiando asi las bombas de la membrana
celular dependientes de energia provocando inflamacion intracelular. Cuando se altera la
barrera hematoencefalica provoca edema vasogénico y fuga hacia el espacio intersticial; el
aumento de presion en el sistema venoso que puede provocar una hemorragia

intraparenquimatosa (Tadi et al., 2023).
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El segundo mecanismo fisiopatologico que provoca la TVC es la obstruccion de los senos
cerebrales, esto es cuando el trombo no se disuelve. El liquido cefalorraquideo normalmente
se encuentra en los ventriculos cerebrales este se transporta a traves del espacio
subaracnoideo hasta las granulaciones aracnoideas y se absorbe en los senos venosos; la
trombosis de los senos venosos produce una alteracion de la absorcion del liquido
cefalorraquideo, por lo que conduce a un aumento de la presion intracraneal; esto a su vez
produce edema citotdxico y vasogénico el cual puede provocar hemorragia parenquimatosa.
(Figura. 3). Se han descrito una amplia variedad de factores de riesgo no genéticos y
genéticos para la TVC (Tadi et al., 2023).

Trombosis venosa cerebral Trombosis del seno cerebral
A
i Aumento de la presion venosa
y
t Presién capilar y venular l
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Perfusion Alteracion Rotura
capilar dela venosa y T Presion intracraneal
T barrera capilar
- hematoen
Perfusién fali : .
cerebral cetalica Hemorragia
T | parenquimatosa
Lesion Edema
isquémica vasogenico
Edema
citotéxico
i ,

Cefalia, hallazgos neurologicos focales, convulsiones, cambio del estado mental

Figura 3. Fisiopatologia de trombosis venosa cerebral. (tomado de Piazza., 2012).
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3.3 Factores de riesgo no genéticos

Los factores de riesgo no genéticos corresponde a los farmacos como los anticonceptivos
orales 10 al 73%, los glucocorticosteroides 5%, la asparaginasa 1-3% asi como también el
tamoxifeno, el estado protrombotico adquirido (como el embarazo, puerperio y periodo
postoperatorio), los trastornos metabolicos 10-26% (como la hiperhomocisteinemia,
hipertension y la diabetes durante la gestacion), enfermedades autoinmunes e inflamatorias
15% (como la enfermedad inflamatoria intestinal), neoplasias malignas (como leucemia y
carcinoma sistémico), algunas enfermedades infecciosas sistémicas 6-9% (como la
septicemia y las causas locales como la otitis y mastoiditis), asi como también traumatismo
craneoencefalico 4-6%, intervencion o cirugias neuroquirurgicas 19%. Aunque se han
sefialado méas de 100 causas que pueden desencadenar la TVC, un 15 al 20% de los casos no
se identifica su etiologia (Appenzeller et al., 2005).

3.4 Factores de riesgo genéticos

La TVC tiene bases genéticas y se han estudiado genes candidatos posiblemente relacionados
con la TVC tanto en controles como en casos, sin embargo, los resultados de estos estudios
han sido contradictorios.

Se sabe que las trombofilias hereditarias causan 22.4% de los casos de TVC, el factor
genético mas comun es el factor V Leiden, la siguiente es la mutacion del gen de la
protrombina G20210A, también se incluyen las deficiencias de proteina S, proteina C y
antitombrina 111 siendo las menos comunes. El factor V de Leiden, las deficiencias en las
proteinas y la mutacién del gen de protrombina provocan una reduccion del control de la
generacion de trombina; la deficiencia de antitrombina causa una disminucién de la
neutralizacion de trombina; estos mecanismos son responsables de la TVC (Ahmad 2006).
La enfermedad sistémica (como el sindrome de Behcet, lupus eritematoso sistémico) los
cuales corresponden alrededor de un 20 a 30% (Appenzeller et al., 2005; Green et al., 2018).
Se han estudiado seis genes con sus seis polimorfismos relacionados con la TVC adulta, el
factor V de Leiden (G1691A), protrombina (G20210A), metilentetrahidrofolato reductasa
MTHFR (C677T), inhibidor-1 activador del plasmindgeno, proteina Z (G79A), Janus cinasa-
2/V61T7F, de los cuales solos dos el factor V de Leiden ((G1691A) y protrombina (G20210A)
mostraron una asociacion significativa con el riesgo de TVC (Marjot et al., 2011).
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Green y colaboradores reportaron que algunos factores genéticos mostraron una asociacion
de riesgo con la TVC significativamente estos son: el factor V de Leiden (G1691A), la
MTHEFR (C677T), el inhibidor de la fibrinolisis activable por trombina TAFI (C1040T) con
deficiencia de la proteina C y S y la mutacion de la protrombina (Green et al., 2018).

En el 2010 Akhter y colaboradores reportaron que dos polimorfismos G894T y A922G,
muestran asociacion con la trombosis venosa profunda (TVP) en pacientes de la India y de
Asia., (Akhter et al., 2010) en 2022 Akhter y colaboradores reportaron que los polimorfismos
G8974T y G2479A del gen de la eNOS aumentan el riesgo de trombosis venosa profunda al
alterar los niveles de homocisteina (Akhter et al., 2022).

Con un mejor entendimiento de la contribucion genética en la TVC se obtendran mejores
resultados en salud publica. Por lo tanto, el estudio de la genética de los factores de riesgo de
la EVC puede proporcionar una mejor capacidad para detectar los genes que estan o generan

la susceptibilidad.
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3.5 Epidemiologia en México

En México, segun el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), las enfermedades
cerebrovasculares representan la sexta causa de muerte en el afio 2012, seguido de las
enfermedades cardiacas, la diabetes mellitus, los tumores malignos, los accidentes y las
enfermedades hepaticas. En el afio 2012 se report6 que de 2000 casos registrados el 59 (3%)
presentaron TVC de los cuales el 85 % fueron mujeres y el 15 % fueron hombres .Ramirez-
Alvarado et al., 2016) En el periodo de los afios 2016 al 2018 se reportd que la TVP
constituyo el 69% de los 1785 casos de los cuales el 2.63 % fallecieron. (Nieto de Pascual,
2003; Rivera-Gongora 2015; Hernandez-Cu et al., 2022).

Actualmente, en México la tendencia registrada los Gltimos afios muestra un incremento
continuo en la mortalidad por este padecimiento que ocup6 en el 2010 el sexto lugar dentro
de las principales causas de defuncion. Este fendbmeno se da por la llamada transicion
epidemioldgica. Esto contrasta con lo observado en paises desarrollados donde en las Gltimas
cuatro décadas la incidencia de EVC ha disminuido consistentemente, mientras que casi se
ha duplicado en paises en via de desarrollo. ElI Sistema Nacional de Vigilancia
Epidemioldgica realiz6 un estudio en el 2010 y encontr6 que existe una tendencia creciente
y sostenida que implica el incremento del 27.7% entre el 2004 y 2010 (con casi 40 mil egresos
el primer afio vs casi 51 mil para el 2010) el comportamiento del sexo fue muy semejante.?®
La TVC tiene una frecuencia relativa que oscila entre el 0.43 % y 8 % entre todas las formas
de enfermedad cerebrovascular aguda, hay pocos datos epidemioldgicos sobre la incidencia,
prevalencia o frecuencia entre pacientes hospitalizados con accidentes cerebrovascular y los
registros hospitalarios raras vez se refieren especificamente a la TVC. (Ruiz-Sandoval et al.,
2012).

Se ha reportado que los factores sociodemograficos difieren significativamente de los paises
desarrollados con los paises de latinoamericanos sobre la TVC; ademaés la mayoria de los
estudios sobre TVC en Latinoamérica no describen la metodologia responsable del
diagnostico de dicha enfermedad; dos Santos Becerra y colaboradores en el 2022 realiz6 una
investigacion de literatura sobre casos de TVC en América Latina, el niUmero de pacientes
oscilo entre 5y 467 comprendido entre 2003 y 2021.
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Los 26 estudios incluidos sumaron 1,486 pacientes; de los cuales el 77.9% (1,154) fueron
mujeres con una edad media de 32 afios. Solo 9 paises latinoamericanos encontraron
hallazgos epidemiol6gicos como Argentina, Brasil, Colombia, Chile, Costa Rica, Cuba,
Guadalupe, Uruguay y México. México con un 36.7%, Brasil con un 26.7% y Argentina con

un 19.3% fueron los paises con mas pacientes reportados con TVC. (Figura 4).
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Figura 4. Distribucion de los estudios e incidencia de TVC en América Latina. A) Se observa
en el mapa los casos de TVC por pais hasta julio de 2022. B) Distribucion de las bases de
datos con TVC en América Latina. (Tomado de dos Santos, et al., 2022)
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3.6 Diagnostico y tratamiento

La forma de inicio de la TVC es altamente variable y este depende del seno venoso afectado.
El 30% de los casos de TVC se presenta en forma aguda y los sintomas se desarrollan en se
presenta en forma créonica desarrollando los sintomas en un periodo mayor de 30 dias hasta

6 meses. Segun Bousser se han reportado cuatro patrones clinicos en la TVC:

1.- Sindrome focal, asociados con cefalea, crisis convulsivas o alteraciones del estado mental.
2.- Hipertension intracraneal (HIC) aislada con cefalea, nduseas, vomito y papiledema.
3.-Encefalopatia subaguda difusa con alteracion del estado mental.

4.-Sindrome del seno cavernoso, oftalmoplejia dolorosa, quemaosis y proptosis (Guenther et
al., 2011).

Para el tratamiento TVC, se utilizan anticoagulantes de bajo peso molecular, heparina no
fraccionada o anticoagulantes directos, estos se utilizan en la reversion del proceso
trombdtico causal y en la prevencién de otras complicaciones como tromboembolia
pulmonar o en pacientes que presentan trombosis en venas yugulares; el tratamiento
endovascular consta de agentes tromboliticos aplicados de manera local con acceso
endovascular yugular o femoral, este tratamiento es usado regularmente en pacientes con
TVC de mal prondstico a pesar del tratamiento con anticoagulantes, el tratamiento de
hemicraneotomia descompresiva tiene la utilidad de otorgar al parénquima cerebral una
ventana para mitigar el exceso de presion intracraneal; en pacientes con HIC severa que
tienen poco o nula respuesta al tratamiento inicial (Appenzeller et al., 2005; Green et al.,
2018; .Guenther et al., 2011).
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4 ENDOTELIO

En 1865 el anatomista Wilhelm His definié como endotelio la célula que recubre los vasos
sanguineos, linfaticos y las cavidades mesoteliales; sin embargo, esta definicion
posteriormente fue modificada incluyendo solo los vasos sanguineos y linfaticos; por lo que
ahora el endotelio se define como una capa delgada de células que recubre la superficie
interior de los vasos sanguineos y linfaticos; que van desde el corazon hasta el capilar méas
diminuto, controlando el paso de materiales, el transito de glébulos blancos desde el torrente
sanguineo. El endotelio se le considera como una capa monocelular que separa los tejidos de
la circulacion sanguinea (Lodish 2005, p 45; Checa 2007; Favero et al., 2014).

En los afios de 1950 y 1960 se descubrid que el endotelio esta formado por una gran variedad
de células endoteliales, desde el punto de vista metabolico el endotelio es sumamente
complejo, sin embargo, su estructura anatomica es muy simple y lineal, la cual consta de una
sola capa de células mesenquimales. El endotelio puede ser continuo o descontinuo; el
endotelio continuo puede ser fenestrado (son poros transcelulares de 70nm de didmetro
aproximadamente, que se extienden a través de todo el espesor de la célula y poseen un
diagrama no membranoso delgado de 5 a 6 nm a través de su abertura) o no fenestrado. El
endotelio continuo no fenestrado se encuentra en arterias, venas y capilares del cerebro, piel,
corazon y pulmones, mientras que el endotelio fenestrado continuo se caracteriza en zomas
de alta filtracion o de transporte transendotelial, como por ejemplo los capilares de las
glandulas exocrinas y endocrinas, la mucosa gastrica e intestinal, los plexos coroideos, 10s
glomérulos y los tubulos renales; por ultimo el endotelio discontinuo se localiza en ciertos
lechos vasculares sinusoidales, principalmente en el higado, en la medula 6sea y el bazo
(Favero et al., 2014). (Figura 5)

Las células endoteliales son células altamente especializadas y su membrana esta formada
por una bicapa de fosfolipidos separados por compartimientos de agua y atravesados por
proteinas complejas las cuales funcionan como receptores o canales. Las células endoteliales
constan de tres superficies, la cohesiva que une a las células endoteliales entre si y facilita
los procesos de transporte, la superficie adhesiva se adhiere a la lamina basal y la superficie
luminal consta de moléculas y proteinas de union especificas que regulan el trafico de células

sanguineas (Favero et al., 2014).
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Figura 5. Variaciones morfoldgicas del endotelio. Esquemas del endotelio continuo
fenestrado y endotelio continuo no fenestrado, endotelio discontinuo o sinusoide. (Tomado
de study.com/academy/lesson).

Las células endoteliales son capaces de adaptar su estado funcional a estimulos diversos;
como por ejemplo extender y remodelar la red de vasos sanguineos asi como el crecimiento
y la reparacion del tejido; el endotelio es capaz de enviar informacion a las células
circundante, permitiendo que los vasos sanguineos adapten su diametro y grosor de pared
para adaptarse al flujo sanguineo, esto se realiza a través de mecanorreceptores que presentan
las células endoteliales permitiéndoles sentir la tension de corte debido al flujo de sangre
(Checa 2007). Por lo tanto, el endotelio realiza diversas funciones ateroprotectoras, mantiene
la fluidez de la sangre, regula el tono vasomotor, la coagulacion, inhibe la trombosis, el
sistema fibrinolitico, el metabolismo de las lipoproteinas, el transporte capilar, la
angiogeénesis, las interacciones de la pared del vaso con la sangre circulante, modula la
actividad de las células musculares, controla el transito de macromoléculas y células
inflamatorias de la pared; el endotelio elabora una armadura completa de proteinas,
prostanoides, y otras sustancias paracrinas que mantienen un delicado balance entre la
vasoconstriccion y la vasodilatacion, asi como la inhibicion y promocion del crecimiento
vascular. El endotelio sintetiza y libera un potente agente antiplaquetario y vasodilatador, la
prostaciclina, pero también es capaz de elaborar otros prostanoides como el tromboxano A,
que son vasoconstrictores y agonistas de la agregacion plaquetaria; el endotelio ejerce una
profunda influencia para metabolizar sustancias vasoactivas circulantes como la serotonina,

epinefrina, bradiquinina y angiotensina Il.
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Esta diversidad de funcion del endotelio permite que este tejido mantenga la fluidez de la
sangre (Cooke 1997).

Existe una complejidad similar entre el endotelio y el musculo liso vascular subyacente. La

En resumen, el endotelio es un 6rgano dindmico con funciones autocrinas y paracrinas,
regulando intercambios entre el torrente sanguineo y los tejidos circundantes; el endotelio
ejerce un control importante sobre las funciones vasculares mediante la elaboracion de una
amplia gama de sustancias las cuales le permite regular y mantener la homeostasis vascular
a través de multiples y complejas interacciones entre las células endoteliales y la luz del vaso
(Fernandez et al., 2009).

La disfuncion endotelial es un evento previo a los cambios morfologicos de la aterogénesis
contribuyendo asi a la placa ateroesclerética que es caracterizada por la reduccion del 6xido
nitrico (NO), estrés oxidativo aumentado, expresion de factores protromboticos y
proinflamatorios aumentada, asi como también una vasorreactividad; generalmente existe
varios mecanismos moleculares para la disfuncién endotelial; sin embargo, ninguno es tan

critico como la disminucion o perdida del NO (Cry et al., 2020).
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Tabla 2. Clasificacion de las diferentes sustancias generadas por el endotelio.

Sustancias vasoactivas

Mediadores

inmunoldgicos

inflamatorios

Vasodilatadores

Adrenalina

Cininas

Oxido nitrico

Factor hiperpolarizante derivado del endotelio

prostaciclina

Vasoconstrictores

Angiotensina Il

Prostanoides vasoconstrictores
Coagulacion y fibrinolisis:

Coagulacion

Factor V

Heparan sulfato

Proteina CyS

Trombomodulina

Factor tisular

Factor de Von Willebrand

Fibrinolisis

Inhibidor del activador del plasminégeno
Activador tisular del plasminégeno
Urocinasa

Factor de crecimiento:

Factor basico de crecimiento de fibroblastos
Factor de crecimiento similar a insulina
Factor de crecimiento transformante

Fuente: Carvajal-Carvajal, 2017

Citocinas

Interleucinas

Proteinas quimioatrayentes de monocitos 1
Factor de necrosis tumoral

Moléculas de adhesion:

Moléculas de adhesion intercelular

Moléculas de adhesién célula endotelial-
plagueta

Selectinas

Moléculas de adhesion de células vasculares
Especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno

Especies reactivas de oxigeno

Peroxido de hidrogeno
hiperéxido
superoxido

Especies reactivas del nitr6geno

Nitrito
Dioxido de nitrogeno
Peroxinitrito

Cloruro de nitrilo
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5 BIOLOGIA MOLECULAR

5.1 Nucledtidos y acidos nucleicos (DNA)

Los nucleédtidos desemperian multiples funciones en el metabolismo celular, constituyen la
moneda energética en la transaccion del metabolismo, son componentes estructurales de una
serie de cofactores enzimaticos, actian como segundos mensajeros en la transduccion de
sefiales, y son las unidades monoméricas que forman los acidos nucleicos, como el acido
desoxirribonucleico (DNA) y el &cido ribonucleico (RNA) (Lehninger, 2014).

El nucledtido esta formado por una base nitrogenada que puede ser parica compuesta por dos
anillos heterociclicos fusionados (son adenina y guanina, tanto para el DNA y RNA) o
pirimidina compuesta por un anillo heterociclico (son citosina, timina o uracilo, este Gltimo
solo lo tiene el RNA en lugar de timina), una azUcar que tiene 5 atomos carbono (la pentosa
para el DNA es 2-dexosiribosa y para el RNA es D-ribosa) y un grupo fosfato que da la
carga negativa. Las pentosas son las que definen la identidad de un &cido nucleico.

La base de un nucle6tido esta unida covalentemente por el N-1 en las pirimidinas y el N-9
por las purinas por el C 1 de la pentosa a través de un enlace N-S-glucosidico y el fosfato esta
esterificado con el carbono 5 de la pentosa (Figura 6 y 7) (Stryer, 2008).

NH

Fosfato A
0 an
to-P-0 N P

- N
o o Base
nitrogenada
OH
Azlcar

Figura 6. Estructura de un nucle6tido. La estructura de los nucle6tidos esta compuesta por
un grupo fosfato (verde), una molécula de pentosa (azul) y una base nitrogenada (morado).
(Tomado de la pagina https://www.significados.com/nucleotido/)
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Figura 7. Enlaces que conforman un nucleétido. El enlace éster esta conformado por una
molécula de &cido fosfdrico (rojo) y un nucledsido (amarillo). El enlace N-glucosidico esta
conformado por la base nitrogenada y una pentosa (nucle6sido). Enlace fosfodiéster se
conforma por un grupo fosfato y una pentosa, se libera una molécula de agua entre el grupo
hidroxilo (OH) del fosfato y otro OH de la pentosa. Los nucleétidos se forman por la union
mediante un enlace éster, de una molécula de acido fosférico y un nucleésido (Tomado de
https://soclalluna.com/).

El DNA es la macromolécula que almacena informacion genética de un organismo, de tal
forma que puede ser transmitida de generacion en generacion. Estas macromoléculas estan
formadas por un gran nimero de nucle6tidos y estos nucle6tidos estan unidos covalentemente
por enlaces fosfodiéster este enlace se forma entre el grupo fosfato de un nucleétido en el C5
de su pentosa y el C3" de la pentosa del siguiente nucle6tido (por convenio la secuencia de
bases se escribe 5°a 37), por lo tanto, los esqueletos covalentes de los acidos nucleicos
consisten en residuos alternados de fosfato y pentosa; este esqueleto es muy hidrofilico
(Figura 8) (Lehninger, 2014; Stryer, 2008).

A las bases nitrogenadas se les puede considerar como grupos laterales, estan unidas
covalentemente por puentes de hidrogeno y la unién se hace entre una adenina (A) con una
timina (T) o uracilo (U en el caso del RNA) con dos puentes de hidrogeno y una citosina (C)
con una guanina (G), con tres puentes de hidrdgeno; el apilamiento de las bases, ayudan a

minimizar el contacto con en la estabilizacion de la estructura del DNA (Lodish, 2005).
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Figura 8. Representacion gréfica de una serie de nucleétidos. (hélice) unidos por enlaces
fosfodiéster y uniones entre bases por puentes de hidrogeno para la formacion de la doble
hélice. (Tomado de https://es.khanacademy.org/science/biology/gene-expression-central-
dogma/central-dogma-transcription/a/nucleic-acids.)

La estructura del DNA es una doble cadena arreglada en una doble hélice, las dos cadenas de
nucledtidos se arreglan de manera antiparalela, unaesta5’a 3"y laotra 3"a 5", las dos cadenas
se enroscan una sobre la otra creando una molécula de forma helicoidal; que forma un surco
mayor y un surco menor. EI modelo de la doble hélice y el apareamiento especifico de las
bases sugirié como podria replicarse el DNA. La secuencia de bases de una hebra de la doble

hélice determina de forma precisa la secuencia de la otra (Pollard, 2007).

5.2 Mutaciones

El DNA es una molécula sumamente estable que se replica con una precision asombrosa,
pero pueden ocurrir errores en su replicacion que generan cambios; por lo tanto, una mutacién
es una variacion espontanea, un cambio permanente y heredable en la secuencia del DNA,
en nucledtidos o bien la disposicion del DNA en el genoma (Sanchez-Prada y Gomez-Meda
2013). Estos cambios se pueden expresar durante la divisién celular, la exposicion a
mutagenos o una infeccidn viral y alterar las secuencias de aminoacidos de las proteinas o
una diferencia en regiones no codificantes del DNA el cual tiene el potencial de cambiar la

expresion del gen alterando la fuerza de un promotor (Loewe et al., 2010).
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Las mutaciones en la linea germinal afectan a las células productoras de gametos,
transmitiéndose a la siguiente; estas mutaciones suceden con mucha frecuencia y constituyen
la base de varias enfermedades genéticas y hereditarias (Sanchez-Prada y Gomez-Meda
2013).

Las mutaciones somaticas describen cualquier alteracion a nivel celular en los tejidos
somaticos, son parte normal del envejecimiento ocurriendo a lo largo del ciclo de vida del
organismo; los cuales puede ser de manera espontanea en la replicacion del DNA o como
respuesta al estrés; las radiaciones, la exposicion a ciertos quimicos, asi como los procesos
intracelulares que generan radicales libres son factores que pueden causar dafio celular y
mutaciones dentro del DNA celular; diferentes mutaciones en genes supresores de tumores,
en oncogenes asi como mecanismos de reparacion del DNA, dan como resultado un riesgo
de enfermedades o cancer a medida que las mutaciones somaticas contintan acumulandose

dentro de los genes siendo ya inestables (Miles et al., 2023).

TIPOS DE MUTACION

Las mutaciones puntuales son aquellas que cambian solo una letra dando lugar a los llamados
polimorfismos de un solo nucle6tido, en inserciones y deleciones o también denominadas
mutaciones por cambio de marco esto es cuando se produce dentro de una regién codificante
puede provocar un cambio en el marco de lectura utilizado para la traduccién de la proteina
especifica del gen, sin embargo todas las inserciones y deleciones pueden ocurrir en cualquier
lugar y no todas las inserciones y deleciones en regiones codificantes dan como resultado
variaciones de marco, una insercion o delecion de diferentes tamafios simplemente agrega o
elimina codones sin afectar el marco de lectura o puede ser el resultado de variantes en el
numero de copias (Sanchez-Prada y GoOmez-Meda 2013; Loewe et al., 2010).

Mutaciones de insercion o delecién, son aquellas que pueden afectar a todas las partes del
genoma siendo las mas frecuentes cuando el DNA molde incluye secuencias cortas repetidas;
estas secuencias repetidas pueden corroborar un deslizamiento de replicacion, esto es en el
que la cadena plantilla y su copia cambian sus posiciones relativas por lo que la parte de la

plantilla se copia dos veces o se omite (Marrdn, 2002).
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Las mutaciones por transposiciones es cuando un segmento de un gen cambia de posicion a
otra por lo que pueden causar mutaciones en los limites e inversiones de varios tamafos que
cambian la orientacién de un segmento de DNA (Loewe et al., 2010).

Las mutaciones por duplicacion consisten en secuencia interior de un gen se invierte, esto se
Ileva a cabo cuando se producen dos giros de 180°, uno para invertir la secuencia y otro para
mantener la polaridad del DNA. Por lo tanto, la mutacion en un gen clave puede ocasionar la
muerte celular si la proteina codificada por dicho gen es defectuosa y algunos eventos de
recombinacion conducen a cambios definidos en las capacidades bioquimicas de la célula
(Brown 2002). Los factores bioguimicos en cada una de las mutaciones ocurren con mas
frecuencia que otros; por ejemplo la metilacion de los grupos CpG (regiones de DNA donde
hay una gran concentracion de pares de Citosina y Guanina enlazados por un fosfato) en
mamiferos dirige a tasas de mutacion aproximadamente diez veces méas en estos sitios, se ha
reportado que en diversas especies existen mas transiciones que transversiones asi como la
proporcion de inserciones y eliminaciones puede cambiar entre especies (Figura 9) (Loewe
et al., 2010).

Por lo anterior, las mutaciones son la fuente de las variaciones genéticas y constituyen una
de las principales causas de la diversidad de los organismos. Las materias primas de la
evolucion pueden ser benéficas o perjudiciales; por lo que son fuente de muchas
enfermedades, asi como de trastornos humanos; por lo tanto, son Utiles para verificar

procesos bioldgicos fundamentales (Pierce, 2009; Pollard, 2007).
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Figura 9. Tipos de mutaciones. Delecidon: pérdida de uno o mas nucleotidos de un segmento
de DNA o hasta una parte completa de un cromosoma, duplicacién: duplicacion de una o
mas copias de un segmento de DNA, inversion: cuando un segmento se desprende y se vuelve
a unir dentro del mismo cromosoma, pero con la orientacion opuesta, insercion: adicion de
uno o mas nucleétidos en un fragmento de DNA o hasta una parte completa de un
cromosoma, translocacion: cuando un cromosoma se rompe y los fragmentos se afiaden fuera
de sitio a cromosomas diferentes. (www.genome.gov. Natural Human Genome Research
Institute)
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5.3 Polimorfismos

Como ya se habia mencionado anteriormente las mutaciones son cambios en el DNA,
originados por errores en el mecanismo de la replicacion o por factores ambientales;
causando enfermedades, dichas mutaciones dan lugar a lo que se llama polimorfismos. El
polimorfismo se define como la existencia simultdnea en una poblacion de genomas con
distintos alelos (variaciones de la secuencia del DNA presentes en una posicion definida en
un cromosoma) para un locus (sitio o ubicacion) determinado, la frecuencia alélica en la

poblacién es superior al 1% (Torrades -Sandra 2002; Checa 2007).
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La diferencia que existe entre un polimorfismo y una mutacién es que el polimorfismo no
conlleva a una modificacion en el fenotipo hablando clinicamente. Este podria llevar una
susceptibilidad a ciertas patologias, modificacion de respuesta a medicamentos o podria ser
un factor de riesgo en ciertas enfermedades como el Factor V de Leiden; la otra diferencia es
el porcentaje, en una mutacién de una poblacion general se esperaria <1% de los casos,

mientras que en un polimorfismo se esperaria >1% de los casos (Pierce, 2009).

Existen varias investigaciones donde centran sus estudios en genes de polimorfismos en
ciertas poblaciones para identificar si existe alguna influencia en el riesgo de padecer una
enfermedad.

Existen varios tipos de polimorfismos, inserciones, deleciones, cambios en un nimero de
secuencias repetidas en un nimero variable de veces de una secuencia corta (variable number
tandem repeat VNTR) (Cooke 1997), los polimorfismos mas frecuentes son cambios de una
Unica base, también se les llama polimorfismos de un Unico nucleétido (SNP). La gran
mayoria de los SNP’s contiene dos alelos, estos estdn representados por una sustitucion de
base por otra; este tipo de alelos se clasifican como alelos principal o silvestre y alelo
mutante; esta clasificacion se basa en la frecuencia observada en las poblaciones. Si en los
SNP el cambio del nucleétido ocurre en una zona codificante, puede provocar un cambio de
aminoacido en la proteina resultante y puede modificar la actividad y funcion de esta. Los
cambios también pueden ocurrir en zonas del promotor de un gen y modificar su expresion,
en este caso, estas zonas promotoras modulan el proceso de la transcripcion del DNA en
RNA (la transcripcion es el primer paso de la informacion del DNA a RNA); o si el cambio
se produce en el intron estos no se traducen a proteina, cambios en su estructura pueden
modular la expresion del gen (Figura 10) (Cooke 1997; Checa 2007).
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Figura 10. Clasificacion de SNP’s de acuerdo con su localizacion en el genoma. Los SNP que
se encuentran en la region promotora se clasifican como rSNP (en regiones reguladoras)
influenciando la actividad transcripcional del gen, localizados en exones se clasifican en cSNP
en regiones codificantes; estos se pueden clasificarse como nsSNP o sSSNP sinénimos o no, los
que se localizan en regiones intronicas se clasifican iISNP modulando la estabilidad de la
proteina, lo que se localizan en regiones intragenicas se clasifican como gSNP. cerca del codén
de inicio. (Tomado de centrodeartigo.com/articulos-para-saber-mas/article.)
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6 OXIDONITRICO

En 1722 Joseph Priestly descubri6 al 6xido nitrico (NO) como un gas tdxico e incoloro y lo
considerd como un contaminante ambiental llamandolo “aire nitroso”. En 1987 se descubrid
que el NO se producia naturalmente en el cuerpo y que participaba en la regulacion de la
presion arterial y el alivio de diversas dolencias cardiacas, en 1987 fue reconocido como el
factor relajante derivado del endotelio (EDFR); finalmente en 1998 recibiendo el Premio
Nobel de Medicina y Fisiologia Louis J. Ignerro, Robert F.Furchgott y Ferid Murad
identificaron el éxido nitrico como una molécula de sefializacién (Cry et al., 2020; Goshi et
al., 2019; Rovira et al., 1995; Habib y Ali, 2011).

El 6xido nitrico es un radical libre gaseoso de naturaleza lipofilica, altamente reactivo y
facilmente difundidle, quimicamente estd constituido por siete electrones del atomo de
nitrdgeno (N) y ocho electrones del atomo de oxigeno (O), cuando estos dos atomos
reaccionan entre si, sus electrones se aparean para formar una molécula sin carga con un
electron desapareado (N=0) (Habib y Ali 2011) (Figura 11).

Formula 1

Formula 2

N::O N::O N::O

Figura 11. Estructura quimica del oxido nitrico (modelo de Lewis). En la formula 1 se
muestran los siete electrones del atomo de nitrogeno y los ocho electrones del atomo de
oxigeno, cuando los dos atomos reaccionan entre si forman NO. En la formula 2 se observa
que el atomo de nitrégeno tiene un electrén desapareado, este electrén se encuentra situado
en el orbital ; siendo un orbital anti-enlazante, por lo tanto, es un electron 1abil, formando
asi el NO. (Tomado Centelles et al., 2004)
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La presencia del electrén desapareado permite que el NO interaccione rapidamente con otros
atomos como el N, azufre (S) atomos que se encuentran en las proteinas, con &tomos
metalicos como hierro (Fe) para formar nitrosilos metalicos (Fe-NO) o con radicales tirosilo
de la enzima ribonucleétido reductasa inhibiendo la sintesis de DNA, con el oxigeno
molecular (O2) esta reaccion se puede llevar en fase acuosa o gaseosa, en fase gaseosa el
dioxido de nitrogeno (NO2) es un producto estable de la oxidacion de NO, en la fase acuosa
el NO2 da lugar a NO, nitrato (NO3), reacciona con el radical hidroxilo (OH) convirtiendo
especies menos dafiinas y facilmente desintoxicantes (Habib y Ali 2011).

Un importante modo de inactivacion del NO es cuando reacciona con el anién superéxido
(02 ") formando peroxinitrito (ONOO °) un potente oxidante que reacciona con todas las
moléculas biol6gicas, este compuesto puede causar dafio oxidativo, nitracion y S-
nitrosilacion a biomoléculas incluyendo, lipidos, proteinas y DNA. El estrés nitrosativo por
ONOO “se ha implicado en el dafio del DNA seguido por la activacion de poli-ADP-ribosa
polimerasa (PARP) (Forstermann et al., 2012).

Los mecanismos de accidn que mejor se han caracterizado en el 6xido nitrico son:

e Laactivacion de la guanilato ciclasa soluble. Cuando hay un aumento en los niveles
de NO en las células del musculo liso de las arterias, tiene como consecuencia su
unién al grupo hemo de la guanilato ciclasa, desplazando un residuo de histidina del
lado distal, lo cual conduce a su activacion, la concentracion elevada de cGMP inicia
una cascada de sefializacion que conduce a la regulacion de numerosas cinasas y a la
transduccion de diversos genes (Forstermann et al., 2012).

e Su efecto sobre la cadena respiratoria mitocondrial. EI NO inhibe la enzima
mitocondrial citocromo ¢ oxidasa (complejo V) compitiendo con el O2. Esta
interaccidn pone de manifiesto que la accién del NO sobre la mitocondria es capaz
de dar lugar a un fenomeno llamado hipoxia metabdlica en la cual, existiendo una
concentracion normal de Oz la célula es incapaz de utilizarlo (Xu et al., 2005).

e Nitrosilacion directa de proteinas. Tiene un efecto postraduccional sobre diversas
proteinas. La modificacion postraduccional se realiza en residuos de cisteina que
afecta drasticamente la funcion de las proteinas un ejemplo de proteinas que se
nitrosilan son las caspasas cuya S-nitrosilacion viene acompafiada de la inhibicion de
la apoptosis (Stamler et al., 2001).
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e EI NO puede formar enlaces con el atomo de hierro de las hemoproteinas, como la
hemoglobina o guanilato ciclasa, gran parte del NO es inactivado por esta unién (Kim
et al., 2003)

Cabe sefialar que su reactividad no se debe al electron desapareado, sino depende de sus
propiedades fisicas, como por ejemplo su tamafio, su velocidad de difusién y lipofilicidad
(Habib y Ali 2011; Cuellar-Mata et al., 2010).

Se ha reportado que el NO influencia a la proteina ciclooxigenasa que participa en la
conversion de acido araquidénico en prostaglandinas por reacciones de radicales y por la
interaccion metal-NO (Habib y Ali 2011), ademas de estas reacciones el NO como molécula
de sefializacién juega un papel clave en regulacion de procesos fisioldgicos como: la
regulacion del tono vascular, factor llave en las propiedades antiateroscleroticas del
endotelio, la agregacion plaquetaria, la angiogénesis, la comunicacion neuronal
(neurotransmision y neuromodulacion) , la secrecion hormonal, la inflamacion, la movilidad
gastrointestinal, regula la transcripcion de los genes y la transduccion del RNAm, produce
modificaciones post-transduccionales en las proteinas, inhibe la migracion y proliferacion
del musculo liso, inhibe la adhesion plaquetaria, atenta la adhesién de leucocitos al endotelio
y ayuda en la permeabilidad del endotelio (FOrstermann et al., 2012; Alimoradi et al., 2019).
ElI NO en el cerebro persiste segundos, junto con su rapida difusion esto le permite abarcar
varios millones de sinapsis, el NO también puede inhibir reversiblemente el citocromo c
oxidasa en un rango micromolar, se ha reportado que el NO interviene en el dafio del DNA
através de la formacion de nitrosomas, por la inhibicion de sistemas de reparacion de lesiones
del DNA que esta mediada por sistemas genotoxicos y por la modificacion del DNA a través
de los productos de oxidacion del NO. EI NO es capaz de eliminar patégenos intracelulares
y bloquear la replicacion viral, también tiene efectos antitumorales. EI NO tiene un tiempo
de vida media entre 0.1 y 5 segundos en soluciones acuosas sin embargo in vivo los niveles
del NO son modulados por las enzimas sintasa del 6xido nitrico (NOS).

(Zhao et al., 2015).
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7 SINTASA DEL OXIDO NITRICO

El NO es sintetizado por una familia de enzimas denominadas sintasa del 6xido nitrico

(NOSs); se han caracterizado tres isoformas, la sintasa del éxido nitrico neuronal (nNOS o

NOS1), la sintasa del 6xido nitrico inducible (iNOS o NOS2) y la sintasa del 6xido nitrico

endotelial (eNOS o NOS3);en humanos existen tres genes distintos para las isoformas NOS

(Tabla 6); los genes de las NOS tiene una estructura bidominio (Figura 12), las isoformas

nNOS y eNOS son constitutivas estas dos se pueden inducir bajo determinados estimulos

tales como fuerza de rozamiento hemodinamicos (shear stress) o dafio neuronal; estas dos

isoformas se pueden activar con calcio o sin calcio, mientras que la isoforma INOS se le

considera inducible y para ser activada no requiere la presencia de Ca?*, esta se expresa en

varios tipos celulares, principalmente en macréfagos y células endoteliales asi como en

células expuestas a endotoxinas y a diversas toxinas pro-inflamatorias.(Forstermann et al.,

2012; Zhao et al., 2015; Figueroa-Vega et al., 2008).

Tabla 3. Genes de las isoformas humanas de las NOSs.

Isoforma NOS

humana

Estructura del

gen y tamafio

Localizacion

cromosomal

Numero de aminoacidos (aa) en forma

predominante , tamafio de la proteina

nNOS (NOS1)

29 exones, 28 intrones,
organizacion estructural
compleja, locus sobre la
region de > 200 kpb

12q24.2-
12924.3 en el
cromosoma
12

1434 aa, 161 kDa

iNOS (NOS2)

26 exones, 25

intrones, 37 kpb

17cen-ql1.2
en el
cromosoma
17

1153 aa, 131 kDa

eNOS (NOS3)

26 exones, 25
intrones, 21-22

kpb

7035-7936 en
el cromosoma
7

1203 aa, 133 kDa

Fuente: Zhao et al., 2015
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Figura 12. Estructura de los dominios de la nNOS, eNOS y la iNOS. Se muestran los
dominios oxigenasa, reductasa y PDZ, el numero de aminoacidos al principio y al final de
cada uno de los dominios. En cada isoforma se muestra los residuos de cisteina que se une al
grupo hemo y el sitio de union a CaM, en la isoforma eNOS se muestran los sitios de
miristoilacion (Myr) y palmitoilacion (Palm) asi como también la localizacion de las cisteinas
que unen al zinc. En las isoformas nNOS y eNOS se muestra el bucle auto inhibitorio dentro
de las regiones FMN, se indica el interfaz del dinero en el dominio oxigenasa. (Tomado de
Alderton et al., 2001)

Estas proteinas catalizan la produccion de NO y L-citrulina a partir del aminoacido L-
arginina y Oz, también requiere la presencia de agentes reductores y varios cofactores entre
ellos la nicotinamida adenina dinucle6tido fosfato reducido (NADPH), la flavin dinucledtido
(FAD), flavin mononucleétido (FMN) la tetrahidrobiopterina (BHas), la union de
Ca?*/Calmodulina y un tomo de zinc tretracoordinado estructural Férstermann et al., 2012;
Alimoradi et al., 2019; Zhao et al., 2015).

Las tres isoformas de NOS se sintetizan como mondmeros y para que se lleve a cabo la su
funcidn, la enzima requiere su dimerizacion; estas proteinas estan constituidas por dominios
de plegamiento independiente, unidos por un polipéptido que contiene una secuencia de
unién a calmodulina. Contiene diferencias en sus extremos amino (N) y carboxilo (C)
terminal, el ndcleo catalitico lo constituyen los dos dominios (Forstermann et al., 2012). El
dominio oxidasa N-terminal tiene un grupo hemo que participa directamente en la oxidacion
de L-arginina y BHa; el dominio reductasa C-terminal suministra electrones al dominio

oxidasa.
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El mecanismo de accién de las proteinas se lleva a cabo de la siguiente manera: la NOS
funciona transfiriendo electrones de NADPH, a través de FAD y FMN en el carboxilo
terminal del dominio reductasa, al grupo hemo en el dominio oxigenasa (dominio hemo-
oxigenasa) en el amino terminal. En las NOSs en la mitad N-terminal esté presente el dominio
hemo-oxigenasa, de modo que los electrones del NADPH son transferidos desde el dominio
reductasa de la NOS al centro activo, y es aqui en donde se une el cofactor BH4, oxigeno
molecular Oz, y el sustrato L-arginina, para transformarse en NO y L-citrulina, donde en el
sitio hemo-oxigenasa los electrones son usados para reducir y activar el Oz y oxidar L-
arginina a L-citrulina y NO (Cooke 1997; Foérstermann et al., 2012; Vaca-Villanueva et
al.,2021; Zhao et al., 2015).

El papel fundamental de los cofactores flavina es permitir que un donador de dos electrones
como es el NADPH, done electrones a un aceptor de un solo electron, el hemo, a través de la
formacion de intermedios radicales semiquinona estables. En todas estas diflavina-reductasas
los electrones fluyen en direccion NADPH—FAD—FMN vy este flujo es posible gracias a
que los potenciales redox esta equilibrados termodindmicamente. Se ha sugerido que el flujo
de electrones entre las dos flavinas es el punto de control donde actia la CaM ya que la
transferencia de electrones desde el FAD al FMN es méas lento en ausencia de Ca2+/CaM.
(Figura 13) (Bredt y Snyder 1994; Forstermann et al., 2012; Park et al., 2004; Zhao et al.,
2015).

NH HyN HyN

\H; N OH ‘ ()
NADPH NADP’ 1/2 NADPH 1/2 NADP'
\H NH '\H
0, H;0
CcO0 Hq{H COO HiN CcOO
L-arginina N=-hidroxi-L-arginina L-atrulina

Figura 13. Produccién biolégica de NO catalizada por la NOS. A partir de la L-arginina se
produce NO y L-citrulina la reaccion requiere NADPH y O2. (Tomado de Centelles et al.,
2004).
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Las isoformas nNOS y eNOS necesitan un incremento de Ca?* intracelular para que se dé la
union Ca?*-Calmodulina, esta union es reversible; en cambio para la activacion de la iNOS
es independiente de Ca?* gracias a su gran avidez por Ca®*-Calmodulina que hace que la
enzima sea activa a los niveles basales de Ca?* intracelular. Otra diferencia tiene que ver con
la fuerza de asociacion de sus mondmeros y la influencia de L-arginina y BHa sobre su
estabilidad y formacion; en tanto a los dominios reductasa y hemo-oxigenasa se han realizado
estudios e indican que son criticos para la dimerizacion de la nNOS y eNOS, mientras que
para la iNOS solo esta implicado el dominio hemo-oxigenasa

Por lo tanto, las tres isoformas de NOSs son enzimas complejas altamente reguladas, para la
produccion de NO cada una de ellas estd sujeta a una amplia variedad de controles
transcripcionales, transducciones y postraduccionales. Todos estos mecanismos estan
interrelacionados, lo que conduce a un complejo sistema de control para cada una de las
isoformas de oxido nitrico sintasa que permite regular el tiempo, magnitud y distribucion
espacial de la liberacion de NO (Bredt y Snyder 1994; Kim et al., 2003).

La NOS neuronal esta constituida por 1.434 aminoacidos con un peso molecular de
160.8kDa. Fue el primer gen humano clonado y caracterizado, la NOS produce NO en el
sistema nervioso central como en el sistema nervioso periférico, el NO esta implicado en la
regulacion en la actividad y excitabilidad neuronal, en la plasticidad sindptica como también
en los procesos de memoria y aprendizaje; ademas regula la liberacion de neurotransmisores
como la histamina, la acetilcolina y la serotonina y contribuye a los efectos protectores en el
infarto de miocardio. Cabe sefialar que nNOS se expresa también en las terminales
postsinapticas de las neuronas, en células endoteliales, en células del miocito cardiaco, del
musculo liso, en células musculares esqueléticas, en la capa adventical de las arterias del
pene y células de la macula densa del rifion. Se ha reportado que la nNOS participa en la
vasodilatacion neuroldgica en la microvasculatura de la piel de rata; la nNOS se expresa
cuando hay lesién vascular en la intima y en las células del musculo liso medial; cuando hay
una inhibicion en la expresion de nNOS aumenta la respuesta a varios vasoconstrictores, se
suprime la produccion de la cGMP y agudiza la formacién de la neointima (Alimoradi et al.,
2019; Figueroa-Vega et al., 2008; Zhou et al., 2009).
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La nNOS es activada por diferentes mensajeros primarios como el glutamato, la
noradrenalina, acetilcolina, vasopresina, oxitocina y algunas citocinas; también es activada
por diferentes estimulos como el dolor, el estrés térmico, con tratamiento de colchicina o
litio, por procesos infecciosos, por estimulacion eléctrica en el musculo esquelético, cuando
exista una disminucion de la transmision glutamatérgica, con algunos esteroides como la

estradiol o testosterona (Figueroa-Vega et al., 2008).

La NOS inducible es activada por la presencia de infecciones, inflamaciones crénicas y la
presencia de tumores; la iINOS libera grandes cantidades de NO en respuesta a citocinas como
el interferon gamma (IFN), el factor de necrosis tumoral alfa (TNF), y la interleucina 1 (IL-
1). Se ha reportado que hay una sobreexpresion de iNOS en enfermedades inflamatorias
crénicas como, por ejemplo, esclerosis multiple, enfermedad inflamatoria intestinal, cirrosis
primaria biliar, hepatitis autoinmunitaria, como también en diferentes tumores como cancer
de ovario, mama, estdbmago VY tiroides; la iINOS participa también en procesos como la
angiogenesis y la apoptosis. Para que se active la region promotora de la iNOS se requiere
del factor regulador del interferon 1y el factor nuclear «, potenciador de la cadena ligera de
células B activadas, por lo anterior explica porque la iNOS es caracteristica de la inflamacion
(Figueroa-Vega et al., 2008; Forstermann et al., 1994; Zhao et al., 2015).
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8 SINTASA DEL OXIDO NITRICO ENDOTELIAL

La eNOS esté codificada por el gen NOS3 localizado en el cromosoma 7 en la region 7935-
36 en los seres humanos, esta conformado por 26 exones que abarcan 21 kb. (Figura 14)
(Stamler et al., 2017; Tran et al., 2022).

La eNOS es principalmente expresada en las células endoteliales, sin embargo, también se
encuentra en miocitos cardiacos, plaquetas y en ciertas neuronas del cerebro, en
sincitiotrofoblastos de la placenta humana y en células epiteliales del tubulo renal LLC-PK1.
La region promotora del gen NOS3 se encuentran dos regiones reguladoras que son clave
para la transcripcion basal de la eNOS: un dominio regulador positivo I, que corresponde al
sitio de reconocimiento del factor de transcripcion Spl y la unién de tres nucleoproteinas
identificadas como SP1 y dos variantes de Sp3; un segundo dominio positivo I, que forma
complejos de nucleoproteinas con los factores de transcripcion Ets, Efl-1, YY1, Sply la
proteina de dedos de zinc (MAZ) asociada a MYC. Spl, Sp3, Ets-1, EIf-1 y YY1 estan
involucrados en la regulacion positivamente de la actividad del promotor de la eNOS
mientras que MAZ parece inhibir la actividad del promotor de laeNOS (Oliveiraet al., 2017).
Los mecanismos complejos pueden afectar la regulacion postranscripcional de la eNOS
como las alteraciones de la estabilidad del RNA mensajero, (RNAm) el transporte
nucleoplasmatico y la localizacion subcelular estas modificaciones son a traves de por
elementos del RNA, actuando en cis ubicados en las regiones no traducidas (UTR) del RNAm
5y 3-UTR, en los mecanismos postraduccionales también son relevantes para la actividad
de la eNOS ya que en estado de reposo hay una fuerte interaccién con caveolina-1; esto es
las caveolas inactivan a la proteina; cuando la proteina es activada por calcio, la calmodulina
(CaM ) se une a la proteina desplazando a la caveolina-1 (Oliveira et al., 2017).

La principal isoforma que regula la funcion vascular es la eNOS vy esta puede ser activada
por varios estimulos: shear-stress (fuerza de cizallamiento) por acetilcolina, histamina,
bradicinina y 17p-estradiol, en ambos estimulos se requiere 0 no concentraciones de
intracelular [Ca?*]i, cuando es dependiente [Ca?*]i los agonistas histamina, acetilcolina o

bradicinina se une a los receptores de membrana de las células endoteliales para aumentar la
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[Ca?*]i, cuando la activacion es independiente del [Ca?*]ila eNOS es fosforilada en varios
residuos de serinas (Ser), treoninas (Thr) y tirosinas (Tyr). La fosforilacion de serina 1177
estimula el flujo de electrones dentro del dominio de la reductasa, el Ca**aumenta la
sensibilidad de la enzima estimulo de la eNOS es el; esta activacion esta mediada por la
fosforilacion de la enzima; la eNOS puede ser fosforilada. (Figura 15) (Figueroa-Vega et al.,
2008; Forstermann et al., 1994; Park et al., 2004).
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Figura 14. Esquema del gen que codifica la eNOS. Extremo izquierdo: El gen de la eNOS
se localiza en 7935-36, contiene 26 exones con el sitio de inicio de la transcripcion designado
por AUG en la region promotora. Se indican los polimorfismos en la region promotora y en
el exdn 7. En el extremo derecho: se muestra el esquema de la proteina de la eNOS.(Tomado
y modificado de Tran et al., 2022)

Similar en la nNOS, la unién de Ca?*/Calmodulina es importante para la regulacion de su
actividad en la eNOS. La eNOS sintetiza NO de forma pulsatil, aumentando la actividad de
la enzima cuando aumenta la concentracion intracelular de Ca?*,ya que el Ca?* induce la
unién de calmodulina. Existen proteinas que interaccionan con la eNOS y sirven como

modulador alostérico que activa y promueve a laeNOS; un ejemplo es la proteina 90 (hsp90).
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Figura 15. Activacion de la sintasa del éxido nitrico endotelial (eNOS) con calcio
intracelular [Ca?*]i y sin [Ca?*]i. Dependiente de [Ca®']i :En el esquema se puede observar
que agonistas como la histamina, acetilcolina o bradiquinina actlan sobre receptores
especificos de la membrana de las células endoteliales para aumentar la concentracion de
calcio intracelular [Ca?*]i que se une a la calmodulina (CaM) conduciendo a la activacion del
dominio de unién de la eNOS a la para la produccion de NO. Independiente de [Ca?*]i: la
fosforilacion de la eNOS en serina (Ser) 1177 y Ser 1179 son importantes para la activacion
de la enzima, la inhibicién de la enzima esta dada por la fosforilacion en treonina (Thr) 495;
las respuestas al estrés hemodinamico se llevan a cabo a través de esta via independiente a
calcio. (Tomado y modificado de Zhao et al., 2015)

Otra interaccion que realiza la eNOS con proteinas es con las caveolinas -1, esta interaccién
se da ya que una fraccion de eNOS se encuentra en las caveolas, la caveolina-1 es un ténico
inhibidor de la actividad de la eNOS. Por lo tanto, el reclutamiento de calmodulina y de la
proteina hsp90 a eNOS puede desplazar a la caveolina-1, lo que conduce a la actividad de la
enzima (Park et al., 2004; Kim et al 2003).

Se ha establecido que el oxido nitrico derivado del endotelio es uno de los principales
contribuyentes a la regulacion vascular en la salud y la enfermedad (Costa et al., 2016).

Las principales funciones de la eNOS son las siguientes:
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e Vasodilatacion e inhibicion de agregacion y adhesion plaquetaria.

La eNOS es un regulador homeostatico de numerosas funciones cardiovasculares esenciales.
El NO derivado de la sintasa del 6xido nitrico endotelial dilata todos los vasos sanguineos
por la estimulacion del guanilato ciclasa soluble e incrementa cGMP en las células del
masculo liso. Si existe una delecién en el gen de la eNOS esto nos conduce a una presion
sanguinea elevada. EI NO liberado hacia el lumen vascular actia como un potente inhibidor
de la agregacion y adhesion plaquetaria en la pared vascular. Ademas de la proteccion contra
la trombosis, este también evita la liberacion de factores de crecimiento derivados de

plaquetas.

¢ Inhibicién y adhesion de leucocitos e inflamacion vascular.

El 6xido nitrico controla la expresion de genes involucrados en la aterogénesis, puede inhibir
la adhesidn de leucocitos en la pared vascular al interferir con la capacidad de la molécula de
la adhesion de leucocitos CD11/CD18 para unirse a la superficie de la célula endotelial o al

suprimir la expresion de CD11/CD18 en los leucocitos. (Pérez-Neri 2015).

e Control vascular de la proliferacion del masculo liso.

Se ha demostrado que el 6xido nitrico inhibe la sintesis de ADN, la mitogénesis y la
proliferacion de las células vasculares del masculo liso; este efecto antiproliferativo es

probable que sea mediado por el cGMP (Pérez-Neri 2015).

e Estimulacidn de angiogénesis por el NO derivado de la eNOS.

El oxido nitrico derivado de la eNOS juega un papel critico en la angiogénesis post-natal ya
que media sefiales desencadenadas por factores angiogénicos. La eNOS también es

importante para la formacion colateral y la angiogénesis post-isquemia (Pérez-Neri 2015).
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e Activacion de las células progenitoras del endotelio por el NO derivado de la
eNOS.

El *NO derivado de la eNOS juega un papel en la activacion de células progenitoras
endoteliales. Se ha visto que los ratones que no tienen gen de la eNOS muestran una
neovascularizacion alterada; esto estaba relacionado con un defecto en las movilizaciones de
las células progenitoras. Cuando existe una deficiencia en el gen de la eNOS se observa que
la movilizacion de células progenitoras endoteliales por VEGF se reduce; esto sugiere que la
movilizacién de células progenitoras de la médula 6sea se ven afectada en la insuficiencia de
la eNOS (Pérez-Neri 2015).

e Papel fisiopatoldgico de la eNOS.

Se ha mostrado que en pacientes con factores de riesgo cardiovasculares (tales como
hipertension, hipercolesterolemia, diabetes y fumadores, etc.) y pacientes con enfermedad
vascular muestran disfuncién endotelial y no tienen la posibilidad de generar la cantidad
adecuada de NO. En la actual literatura existe una concordancia de que la reducida actividad
biolégica de NO causada por el estrés oxidativo asi como de la reduccion de la sintesis ha
sido identificada como el mecanismo de mayor relevancia en el proceso multifactorial en la
disfuncion endotelial y en la participacion de las principales disfunciones cardiovasculares;
por lo tanto, la reduccion del NO y la consecuente disfuncion endotelial determinan en el
ambiente vascular, el desencadenamiento de los eventos como alteraciones en el tono
vascular, disfunciones trombdéticas, proliferacion y migracion de las células musculares lisas
y adhesion de los leucocitos; también ocurre un aumento en la produccion de especies
reactivas de oxigeno y estas reducen la disponibilidad de NO endotelial por diferentes vias:
inactivaciéon directa de NO por superdxido, con formacion de peroxinitrito (ONOO),
reduccion en la expresién y en la actividad de las sintasas del NO por la alteracion de sus
sustratos o cofactores, por el aumento en los niveles de dimetilarginina asimétrica (ADMA)

y por la oxidacion del BH4, desacopla la eNOS (Pérez-Neri 2015).
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8.1 Polimorfismos de la eNOS

Se le llama polimorfismos funcionales aquellos que modifican la expresion o actividad de la
proteina. En los dltimos afos se han identificado diversos polimorfismos de la eNOS vy se
han asociados a diferentes enfermedades, especialmente los siguientes polimorfismos; el
polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) localizado en la regién promotora (T-786C), la
sustitucién de una guanina (G) por una timina (T) en el nucledtido 894 en el exdn 7
conduciendo a un cambio de aminodcido de acido glutdmico (Glu) a acido aspartico (Asp)
en el codon 298 (GIu298Asp) y el polimorfismo de variable de repeticiones en tandem de 27
paras de bases (pb) (27pb-VNTR) en el intron 4, estos han recibido atencién debido a su
funcionalidad para la actividad de la eNOS. El T786C reduce la actividad promotora por |
que afecta la expresion de la proteina asi como su actividad; el polimorfismo G894T provoca
un cambio en la estructura de la eNOS por lo que reduce la actividad de la proteina; sin
embargo en el polimorfismo 27pb-VNTR se ha descubierto dos alelos, en el cual el mayor
tiene 5 repeticiones en tandem de 27 pb (eNOS-4b) (GAAGTCTAGACCTGCTGC(A/G
GGGGTGAG) y el menor tiene cuatro repeticiones eNOS4a); el 27 pb-VNTR disminuye la
concentracion plasmatica del NO; a estos polimorfismos se les ha relacionado con
enfermedades cardiovasculares asi como renales. (Costa et al., 2016; Forstermann et al.,
1994; Kim et al., 2003; Thameem et al; 2008).

8.2 Polimorfismo intrén 4ab 27 VNTR (namero variable de repeticiones en
tdndem) del gen NOS3.
Esteé polimorfismo corresponde a una repeticion de 27 pb localizado en el intron 4. El alelo
4b esta conformado por la repeticion de 5 veces consecutivas la secuencia de 27 pb, mientras
que el alelo 4a presenta 4 veces la secuencia repetida; se ha reportado que la variante 4a
presenta niveles plasmaticos de NO mas bajos, asi como una disminucion en la expresion de
la eNOS. Este polimorfismo regula la expresion de la eNOS mediante la formacion de
pequeiios RNA (sirRNA), las células endoteliales que comprenden cinco copias presentan
una mayor cantidad de sirRNA y menor cantidad de RNA mensajero, en comparacién a las

células que presenta cuatro repeticiones (Figura 16).
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El polimorfismo 4a/b se ha asociado con diferentes enfermedades como por ejemplo el
cancer, la hipertension, enfermedades; cardiovasculares, diabetes mellitus con la progresion
de nefropatia diabética; hemorragia gastrointestinal. Se ha reportado que en sujetos
australianos, japoneses y afroamericanos este polimorfismo esta asociado en la
aterosclerosis, coronaria e infarto de miocardio, sin embargo, en la poblacion china el
polimorfismo 4ab parece ser un factor de riesgo importante de accidente cerebrovascular
isquémico (Forstermann et al., 1994; Kim et al., 2003; Costa et al., 201et al., 2004; Ramirez-
Patifio et al., 2013; Hassan et al., 2004; Forgerini et al., 2022; Shi et al., 2008).
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Figura 16. Polimorfismo 4a/4b VNTR. La actividad de este polimorfismo esta relaciona con
la formacidn de siRNA (suprimen la expresion de los genes mediante el corte del RNAmM
complementario en dos mitades); en la imagen se observa que en células endoteliales que
contiene el alelo 4b muestran niveles mas altos de SirRNA y por consiguiente una
disminucion en la expresion de eNOS, en comparacion de aquellas células que contiene en
alelo 4a (imagen de arriba). (Tomado de Oliveira-Paula et al., 2017)
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8.3 Polimorfismo G894T del gen NOS3

El polimorfismo se ubica en el exon 7 del gen cuya variante 894 G>T da como resultado un
cambio en el aminoacido de &cido glutdmico por acido aspartico en la posicion 298 de la
proteina (Glu298Asp). Este polimorfismo afecta a eNOS en las modificaciones
postraduccionales, esto es disminuyendo la union de la eNOS con caveolina-1 por lo tanto
reduce la disponibilidad de la eNOS en las caveolas; dando como resultado una menor
cantidad de eNOS disponible para la activacion mediante calmodulina activada por Ca®*, por
lo que habréa una disminucion de la actividad de la eNOS y por consiguiente una reduccion
de NO. (Figura 17) Se ha demostrado en estudios genéticos la identificacion de este
polimorfismo con las siguientes enfermedades, coronarias y de arterias carotidas, como el
infarto al miocardio (IM) asi como la arteriosclerosis carétida, la presencia de este
polimorfismo es el responsable de la sintesis reducida de NO y del desarrollo de hipertension,
particularmente en caucésicos y en poblaciones del norte de Africa, en general se ha
reportado que el gen de la eNOS esta relacionado con pacientes con EVC isquémico en los
indios del norte, en pacientes con diabetes y defectos cardiacos congénitos (Alderton et al.,
2001; Bredt y Snyder 1994; Costa et al., 2001; Forstermann et al., 1994; Hassan et al., 2004;
Kaur et al., 2015; Kim et al., 2003; Park et al., 2004; Tran et al., 2022)
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Figura 17. Polimorfismo GIlu298Asp. El polimorfismo GIu298Asp corresponde a una
sustitucién de guanina (G) por timina (T) en la posicién 894 del gen eNOS, este cambio lleva
un cambio de acido glutdmico (Glu) por acido aspartico (Asp) en la posicion 296 de eNOS;
dando como resultado una menor union a caveolina-1 y una menor disponibilidad de eNOS
en la fraccion caveolar de células endoteliales, dando como resultado menor disponibilidad
para la activacion de la CaM activada por Ca?*, reduciendo la actividad de eNOS y formacion
de NO. (Tomado de Oliveira-Paula et al., 2017)
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9 JUSTIFICACION DEL PROBLEMA

La TVC carece de una explicacion clara, pero involucra tanto factores adquiridos como
factores genéticos. La eNOS es esencial para mantener la homeostasis vascular tanto en la
salud como en la enfermedad y cualquier alteracion genética como la presencia de un
polimorfismo podria afectar su expresion, asi como también su estructura proteica, dando
como resultado una disfuncion endotelial vascular grave.

El éxido nitrico (NO) es un mensajero fisiolégico molecular que se produce en el cuerpo
humano en una gran variedad de tipos celulares, y participa en procesos como el
mantenimiento basal del flujo de sangre cerebral, la vasodilatacion cerebral, la integridad
vascular, la inhibicion de la proliferacion del muasculo liso, el sistema cardiovascular y en la
activacion de la respuesta inmune.

Una de las principales consecuencias del mal funcionamiento en la produccion o
disponibilidad del NO es la autorregulacion cerebral, el dafio endotelial en la barrera cerebral
sanguinea, asi como los diversos rasgos caracteristicos del Enfermedades Cerebrales de
Vasos pequefios (SVD).

La regulacion de este potencial mensajero, esta mediada por la enzima sintasa del 6xido
nitrico endotelial (eNOS); en la cual se han identificado tres mutaciones que se asocian con
el desarrollo de enfermedades vasculares: la T-786C que se localiza en la region promotora
de la transcripcion, la eNOS 4ab la cual se encuentra en el intron 4 la cual esta relacionada
con la alteracion de la actividad del promotor y la localizada en el exén 7 G894T que
codifican el cambio de un aminoacido glutamato a aspartato (Glu894Asp).

Se ha reportado que estos tres polimorfismos en el gen de la éxido nitrico sintasa endotelial
aumentan la disfuncion endotelial y se han asociado a enfermedades vasculares; el
polimorfismos T-786C, un factor de riesgo independiente para un ataque recurrente de
espasmo coronario, el alelo 4a asociado con alteracion de funcion pulmonar, enfermedad de
arterias coronarias y estrés oxidativo (EPOC) y el G894T se ha asociado con la enfermedad
trombotica incluida la trombosis venos, la aterosclerosis adrtica y la cardiopatia isquémica;
los cuales podrian disminuir los niveles de NO.

Por lo anterior, en este proyecto planteamos estudiar la posible asociacion de los
polimorfismos G894T vy el intron 4ab en el gen de la enzima sintasa del Oxido nitrico

endotelial en la TVC en la poblacion mexicana.
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10 HIPOTESIS

El riesgo de desarrollar trombosis venosa cerebral esta relacionado con la presencia de los
polimorfismos G894T vy el intrén 4ab en el gen de la enzima sintasa del Oxido nitrico

endotelial, por lo que seran mas frecuentes en los pacientes que en los controles.

11 OBJETIVOS

11.1 Objetivo general

Determinar si existe asociacion entre los polimorfismos Glu298Asp y del intrén 4ab de la

eNOS con la trombosis venosa cerebral.

11.2 Objetivos especificos

e Determinar y analizar por PCR los polimorfismos en pacientes mexicanos con

trombosis venosa cerebral.

e Estudio de los polimorfismos G894T y el intrén 4ab de 27 VNTR del gen de
la enzima sintasa del Oxido nitrico endotelial (eNOS) en la poblacion

mexicana.
e Elaboracién de banco de DNA de controles.

e Estandarizar por técnicas moleculares el diagnostico de polimorfismos en

enfermedades cerebrovasculares.

e Determinar la posible asociacion de variantes genéticas del gen de la eNOS
enlaTVC.

e Determinar la frecuencia de estos polimorfismos en pacientes con TVC y
controles de la poblacion mexicana.
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12 MATERIALES Y METODOS

12.1 Estrategia experimental

Obtencion de sangre
periférica de ambos grupos
de estudio

Extraccion de DNA genémico a
pacientes y controles a partir de

linfocitos por la técnica de sales

Cuantificacion y elaboracion del
banco de DNA

Gen eNOS G894T

‘ Enzima de restriccion

Gen eNOS 4ab

Electroforesis

Genotipificacion

Analisis de resultados

Conclusiones
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12.2 Listas de materiales, equipo y reactivos.

Agitadores magnéticos

Espéatula

Gasas

Guantes estériles

Jeringas 20 ml

Matraces Erlenmeyer: 250, 500 ml, 3.8 L
Matraces volumétricos: 100, 250, 500, 1000 y
2000 ml

Micropipetas: 20,100,200,1000 ml
Microtubos: 200, 500, 1000 pl

Tubos conicos estériles de 15 ml

Microtubos eppendorff

Equipos
Balanza analitica
Balanza granataria
Bafio maria
Bafo seco
Bomba de vacio
Céamara vertical y horizontal de electroforesis
Micropipetas: 20, 100, 200, 1000 ml
Termociclador
Agitadores magnéticos
Espatula
Gasas
Guantes estériles
Jeringas 20 ml
Matraces Erlenmeyer: 250, 500 ml, 3.8 L
Micropipetas: 20,100,200,1000 ml

Papel Parafilm

Pipetas Pasteur

Plastico autoadherible

Probetas: 50,100, 250, 500, 1000, y 2000 ml
Puntas de pléastico

Termémetro

Tubos de ensayo

Toallas de papel

Tubos conicos estériles de 45 mi

Microtubos para PCR

Vasos de precipitados: 50, 100, 250, 500, 1000
y 2000 ml

Campana de extraccion

Centrifuga refrigerada

Congelador

Espectrofotometro

Gradillas

Horno de microondas

Parrillas de calentamiento y agitacion
Vortex

Papel Parafilm

Pipetas Pasteur

Plastico autoadherible

Probetas: 50,100, 250, 500, 1000, y 2000 ml
Puntas de pléstico

Termoémetro

Toallas de papel
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Matraces VVolumeétricos: 100, 250, 500, 1000 y
2000 ml

Microtubos: 200, 500, 1000 pl

Tubos conicos estériles de 15 ml

Microtubos eppendorff

Reactivos
Acrilamida 10 y 40% (Invitrogen)

Agarosa: 0, 8, 2.0, 3.0, 3.5, y 4.0 % (GIBCO
BRL)

Agua destilada

Agua inyectable

Alcohol etilico 100% (J.T Baker)

Solucién amortiguadora de lisis de células
blancas (ALCB)

Cloruro de Sodio 5 Mm (J.T. Baker)
Dodecilsulfato de sodio 10 % (SDS) (J.T.
Baker)

EDTA (Reproquifin)

Enzima Taq | (Invitrogen)

Hielo

Taq PCR Mastermix (Qiagen)
Oligonucleotidos (Alpha DNA 'y Bio-
Synthesis): (eNOS intron 4ab/G894T)

Organopolisiloxano clorado en heptano-
SIGMACOTE (Sigma)

Solucion amortiguadora TBE 1X
N,N,N,N-Tetrametiletilendiamina- ~ TEMED

(Sigma)

Tubos de ensayo

Tubos conicos estériles de 45 ml

Microtubos para PCR

Vasos de precipitados: 50, 100, 250, 500, 1000
y 2000 ml

Solucién amortiguadora de lisis de células rojas
(ALCR)

Solucion amortiguadora de carga o corrida
(colorante)

Bromuro de etidio

Cloroformo / alcohol isoamilico

Cloruro de Magnesio (Merck)

Cloruro de Sodio 5 M (J.T. Baker)

Cloruro de Sodio Saturado (J.T. Baker)
DMSO 7% Y 7.5%

Enzima Hinf | (Invitrogen)

Fenol / Cloroformo / Alcohol isoamilico
Hipoclorito de sodio

Marcadores de peso molecular en escalera de 25
y 100pb (Promega y Roche)

Persulfato de Sodio 10%

Solucion amortiguadora TBE 10 X

Solucién amortiguadora TBE 0.5 X
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12.3 Sujetos de estudio y recoleccion de muestras control.

Controles: Se recolectaron muestras de sujetos mexicanos sanos los cuales fueron reclutados
del Banco de Sangre del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia. Se les tomo una
muestra de sangre periférica para la extraccion del DNA por el método
fenol/cloroformo/alcohol isoamilico; y fueron utilizadas para la amplificacion de las regiones
donde se encuentran las mutaciones. Se utilizaron 117 muestras de sujetos mexicanos sanos
como controles de diferentes localidades para el polimorfismo G894T (Gréfica 1). y 326
sujetos para el polimorfismo del intron 4 de 27 pb VNTR del gen de la eNOS.

Distribucién geografica de muestras control

M Acayocan

m Aldama

= Allende
Atlauta

M Coyoca de catalan

mDF

M Dallas USA

M Dr Mora

M edo de México

M Guerrero

M Huitzilac

M Jiutepec

W Martinez de la Torre
Morelos
Motozintla
Oxnard

B Pachuca
Progreso de Obregon

1%

Gréfica 1. Distribucion Geografica de controles

Pacientes: Se utilizaron muestras de los pacientes con trombosis venosa cerebral del Instituto
Nacional de Neurologia y Neurocirugia. Se utilizaron 61 muestras de DNA de pacientes con
TVC idiopatica reclutados por el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia. A todos
los sujetos se les pregunto edad y género para el estudio de los polimorfismos G894T vy el

intron 4ab del gen de eNOS como se muestra a continuacion.
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a) Polimorfismo G894T del gen de eNOS

GENERO EDAD PROMEDIO

n=117
Controles F =56 35 afios; (22-57)
M =61 34 afios; (23-63)
n=61
Pacientes F=55 35 afios; (23-69)
M=6 34 afios; (7-50)

b) Polimorfismo del intron 4ab del gen de eNOS

GENERO EDAD PROMEDIO

n =326
Controles F=79 34 afios (25-47)
M =247 36 afios (25-52)

n=061
Pacientes F =55 35 afios (23-69)
M=6 34 afios (7-50)

12.4 Lisis celular.

Para la lisis celular se tomaron 25 ml de sangre periférica con 2.5 ml de ACD
(anticoagulante), posteriormente la sangre se vacio en tubos cénicos estériles de 50 ml y se
agregé una solucion de BLCR (Amortiguador de Lisis de Células Rojas) hasta
aproximadamente % partes del tubo, agitando vigorosamente durante 5 minutos
aproximadamente, se centrifugd a 5000 rpm durante 10 min a 4°C, se elimind el sobrenadante
de eritrocitos lisados y se afiadid nuevamente la solucion BLCR para centrifugar las veces
necesarias para obtener el paquete de globulos blancos. El paquete de glébulos blancos se re-

suspendi6 en 1 ml de BLCR y se almacené a 4°C, para extraer el DNA posteriormente.
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12.5 Extraccion de DNA por sales (micrométodo).

El boton leucocitario se re-suspendio en 886 ul de solucién BLCB y 308 ul de cloruro de
sodio (NaCl) saturado, se agreg6 poco apoco 46 ul de dodecilsulfato de sodio (SDS) al 10
%, 500 ul de solucion BLCB y 308 ul de NaCl saturado; se mezclé durante 5 min en el
vortex, posteriormente se pasé a un tubo de 15 ml, para centrifugarlo a 5000 rpm a 4° C
durante 10 minutos; se recolectd el sobrenadante en un tubo y se le afiadié un volumen de
fenol/cloroformo, para centrifugarlo a 5000 rpm a 4° C con un tiempo de 10 minutos, a
continuacion se recolectd nuevamente el sobrenadante en otro tubo y se le adicion6 un
volumen de cloroformo/alcohol isoamilico, centrifugandolo a 5000 rpm a 4°C durante 10
min; después se retird el sobrenadante y se precipité con dos volimenes de etanol frio o un
volumen de isopropanolol (v/v). Se decant6 todo el alcohol para luego re-suspender el DNA
con 1 ml de agua inyectable colocandolos en microtubulos de 1 ml para su disolucion en
bafio Maria a 50°C.

12.6 Cuantificacion del DNA.

Los acidos nucleicos tienen un maximo de absorcion a una longitud de onda de 260 nm,
mientras que las proteinas absorben a una longitud de onda de 280 nm. Por lo tanto, a estas
longitudes la absorcion es proporcional a la concentracion de DNA. De este modo la
concentracion de la muestra de DNA se calcula teniendo en cuenta el valor de la absorbancia
de 260nm, mientras que la relacion de absorbancias 260/280 se utiliza para evaluar la pureza
de las muestras.

Para la purificacion del DNA se llevé a cabo el siguiente protocolo: se lavaron las celdas de
cuarzo con agua destilada y alcohol al 70%, realizando una dilucion 1:20 a partir de DNA
gendémico con 15 pul de la muestra y 285 ul de agua inyectable.

En una de las celdas se adiciond agua destilada como blanco mientras que en la otra celda se
coloco la muestra de DNA diluido; posteriormente se lee al espectrofotometro en el rango
visible / ultravioleta (V/UV) a una longitud de onda de 260 y 280 nm.
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Cabe mencionar que la concentracion de DNA obtenida esta dada en ng/ul. La unidad de
absorbancia (Abs) a 260 nm equivale a 50ug/ml de DNA doble cadena: Abs 260nm X factor
de dilucion X 50 pg/ml DNA. La relacion A260/280 es muy estable y se considera que un
DNA de pureza optima tiene un valor entre 1.8-2.0. La pureza de DNA aceptable debe tener
al menos una relacion A260/280 > 1.6; un valor A260/280 < 1.6 indica una posible
contaminacion por compuestos aromaticos como fenoles y proteinas. Un radio A260/280 >

2.1 podria deberse a la presencia de ARN en la muestra.

12.7 Determinacion de los polimorfismos por PCR.

Los polimorfismos fueron identificados por PCR (reaccion en cadena de la polimerasa por
sus siglas en inglés), utilizando 100 ng de DNA extraido para ambos polimorfismos, el total
de la composicién de la reaccion para la amplificacion de muestra para PCR fue de 20 pL

como se observaen latabla 4y 5.

Tabla 4. Composicion de la reaccion para la
amplificacion de muestras por PCR para G894T
TVC y controles.

DNA (100ng /1pL) 1uL
Oligonucleétido (F) 1uL
Oligonucleotido (R) 1uL
Master mix 10pL
H20 7uL
Total: 20 pL
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Tabla 5. Preparacion para la amplificacion de

muestras por PCR para el intrén 4ab

TVC Controles
DNA (100ng /1uL) 1uL 2uL
Oligonucleotido (F) 2uL luL
Oligonucleotido (R) 2uL luL
Master mix 10pL 10pL
H20 5ulL 7uL
Total: 20 pL

e Analisis del polimorfismo G894T en el exdn 7 del gen de la eNOS.

La presencia del polimorfismo G894T se determind en todos los sujetos (controles y
pacientes) utilizando un par de oligonucle6tidos como se observa en la tabla 6. EI volumen
final se mezcld y se centrifugd durante un minuto en la microcentrifuga, posteriormente se

coloco en un termociclador con las condiciones descritas como se muestra en la tabla 7.

Tabla 6. Oligonucledtidos utilizados para el polimorfismo G894T.

Polimorfismo Direccion Secuencia
‘ G894T forward 5AGGCCCTATGGTAGTGCCTTT-3
reverse 5TCTCTTAGTGCTGTGGTCAC-3’
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Tabla 7. Protocolo de PCR

Temp  Tiempo

Temperatura méxima | 94°C 4 min
Inicio 94°C 1 min
Alineacion 58°C 1 min
Elongacion 72°C 2 min

35 ciclos
Terminacion 72°C 7 min

Los productos de amplificacién por PCR fueron digeridos por la enzima de restriccion Banll,
utilizando 2.2 ul de la enzima en reacciones de 33ul de volumen final, la digestion se llevé a
cabo durante 16 h a 37°C ver tabla 8.

Tabla 8. Composicion de la reaccidn de restriccién

Enzima Banll 2.2uL

Amortiguador 19.8uL
H20 11pL
Tiempo de digestién | 16 horas a 37°C

Analisis del polimorfismo del intrén 4 del gene de la eNOS.
La presencia del polimorfismo 4ab se determino en controles y pacientes utilizando un par

de oligonucle6tidos como se observa en la tabla 9.

Tabla 9. Oligonucleotidos utilizados para el polimorfismo del intron 4ab.

forward 5"GCATTCAGCACAGGCTGGA-3’
reverse 5"GCTCCAGGGGCACCTCAA-3’

La reaccion se realizo con el protocolo indicado en la tabla 10.
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Tabla 10. Protocolo de PCR

Temp  Tiempo

Temperatura maxima 94°C 5 min
Inicio 94°C 1 min
Alineacion 58°C 1 min
Elongacion 72°C 1 min

35 ciclos
Terminacion 72°C 5 min
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13 ANALISISESTADISTICO

Las frecuencias genotipicas de los polimorfismos del gen de la eNOS se determinaron por
conteo directo. Las diferencias entre cada grupo se analizaron usando el programa estadistico
EPIINFO (prueba de Chi- cuadrada (x?) de Mantel-Haenzel, esta combina tablas de
contingencia de 2x2). Se considero un valor de P < 0.05 para la determinar la significancia
estadistica, se utilizd odds ratio (OR) como medida de asociacion, con intervalos de
confianza del 95 % (IC95 %) para cada genotipo comparado con el homocigoto silvestre

como referencia entre los grupos.
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14 RESULTADOS

14.1 Relacion del polimorfismo G894T en pacientes con TVC

Los productos de PCR amplificados se digirieron con la enzima de restriccién Banll, la cual
produce fragmentos de 163 pb y 85 pb, pero no logra escindir el fragmento de 248 que
contiene la variante Asp298 mediante la sustitucion de G por T en la posicion del nucleétido
894. El resultado se ilustra en la Figura 18, detectandose una banda de 248 pb correspondiente
al genotipo (T/T) y una de 163 pb correspondiente al genotipo (G/G). Los fragmentos de
DNA fueron separados mediante electroforesis en gel de agarosa al 3% tefiido con bromuro

de etidio (BET) y se visualizaron con rayos UV.

248 pb

163 pb

85 pb

Figura 18. Expresion del polimorfismo GIlu298Asp en el ex6n 7 del gen eNOS. Los
productos de PCR amplificados se digirieron con la enzima de restriccion Banll y se sometio
a electroforesis en un gel de agarosa al 3% tefiido con bromuro de etidio; se muestran los tres
fragmentos de restriccion después de la digestion Carril 1: marcador de pares de bases;
Carriles 2 y 3 fragmento 163 pb que corresponde al homocigoto Glu/Glu; Carril 4 fragmentos
de 248 pb, 163 pb y 85 pb que corresponden al heterocigoto (Glu/Asp).
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Para evaluar la relacion del polimorfismo G894T con la TVC se analizaron 117 controles (61
hombres y 56 mujeres con una edad promedio de 35 afos) y 61 pacientes con TVC idiopética
(6 hombres y 47 mujeres con una edad promedio de 33 afios) del Instituto Nacional de
Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez”. En la tabla 11 se muestra la frecuencia
genotipica del polimorfismo G894T de eNOS, en pacientes, asi como en controles.

En la Tabla 12 se observa la comparacion del genotipo (TT) mediante Chi-cuadrada (32) con
intervalos de confianza al 95 %, obteniéndose una OR de 0.184 y una p = 0.825 dando como
resultado una asociacion no significativa entre el polimorfismo con la enfermedad. En la

tabla 13 se observa que las frecuencias génicas por genero no presento diferencia

significativa.
Tabla 11. Frecuencia genotipica del polimorfismo de la eNOS G894T en Pacientes con
TVCy Controles
GENOTIPO PACIENTES TVC n =61 CONTROLES n =117
n (%) n (%)

GT 48 78.7 111 94.9

GG 9 14.8 2 1.7

TT 4 6.6 4 3.4

Tabla 12. Frecuencias génicas del polimorfismo G894T en Pacientes con TVC y
Controles.

Genotipo T/T
Pacientes (%) Controles (%) OR IC 95 % p

TIT 471 4 0.1836 04-90 0.825

Tabla 13. Frecuencias génicas por género del polimorfismo G894T en pacientes con
TVCy controles.

Genotipo T/T
F 8.51 1.17 4.70 0.65-119.9 0.0849
M 0 491 4.31 0.31-53.35 0.160



14.2 Relacion del polimorfismo del intrén 4ab con la TVC

Los productos de la PCR se separaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 3 % tefiido
con bromuro de etidio (BET) y se visualizaron con rayos UV. La banda de 420 pb
corresponde a la secuencia silvestre de cinco repeticiones de 27 pb (alelo b) y la banda de

393 pb corresponde al mutado con cuatro repeticiones de 27 pb (alelo a) Figura 19.

420 pb

Marcador

. 420 pby 393 pb

Figura 19. Expresion del polimorfismo VNTR en el intron 4 de el gen de la eNOS. La banda
de 420 pb indica las cinco repeticiones de 27 pb y la banda 393 pb corresponde a las cuatro
repeticiones de 27 pb. Carril 1: marcador de pares de bases; Carril 2,3,4, y 6: banda de 420
pb corresponde al homocigoto wild type (4b/b); Carril 5: bandas 420 pb y 393 pb corresponde
al heterocigoto (4a/4b) muestras de pacientes con TVC.

Para determinar la relacion del polimorfismo del intron 4 de la eNOS en pacientes con TVC,
se estudiaron 326 controles para el polimorfismo del intron 4ab (247 hombres y 79 mujeres
con una edad promedio de 35 afios) y 61 muestras de pacientes con TVC idiopatica, se
determind la frecuencia genotipica del intron 4ab entre los controles y pacientes con TVC

como se muestra en la Tabla 14.
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En la tabla 15 se muestra el andlisis estadistico para determinar la asociacion del
polimorfismo 4a con la TVC dando como resultado de proteccion entre el polimorfismo con
la enfermedad. De igual manera se compararon las frecuencias genotipicas por género en
pacientes como en controles encontrando una diferencia no significativa estadisticamente

como se muestra en la tabla 16.

Tabla 14. Frecuencia genotipica del polimorfismo de la eNOS intron 4a/b en pacientes
con TVC y controles.

Genotipo Pacientes TVC n =61 Controles n = 326

n % n %
4alda 2 33 55 16.9
4aldb 12 19.7 11 34
4b/4b 47 75.4 260 79.8

Tabla 15. Andlisis estadistico del polimorfismo de la eNOS intron 4a/a en pacientes con
TVCy controles.

Genotipo 4a/da
Genotipo Pacientes (%) Controles (%) OR IC 95 % p
4alda 2(3.3) 55 (16.9) 0.195 0.031-0.69 0.0035

Tabla 16. Frecuencias génicas por género en el polimorfismo de la eNOS intréon 4a/b en
pacientes con TVC y controles.

Genotipo 4alda

Genero  Pacientes (%) Controles (%) OR IC 95 % p
F 3.3 16.4 0.375 0.053 — 1.659 0.111
M 0 83.6 0.989 0.041-7.103 0.181



15 DISCUSION

Se sabe que la TVC es un subtipo de las enfermedades cerebro vasculares (EVC), las causas
aun no estan bien definidas, sin embargo, esta se produce por la obstruccién de las venas las
cuales reciben el flujo sanguineo del cerebro. Por otra parte, sabemos que la eNOS que
produce NO. desempefia un papel crucial en la regulacién de la vasodilatacion en el
endotelio, en los cambios hemodinamicos y la remodelacién de la pared vascular,

El 6xido nitrico juega un papel importante en la homeostasis del endotelio vascular, incluida
la regulacién de la circulacién cerebral, por lo que una disminucién de la concentracion
favorece al desarrollo patoldgico del endotelio, por lo cual, el gen que codifica para la enzima
eNOS se ha identificado como un factor importante para este proceso. Se ha demostrado en
varios estudios que los polimorfismos de la eNOS tienen relacion con las enfermedades
cardiovasculares tales como: la enfermedad arterial coronaria, hipertension, nefropatia
diabética y el infarto cerebral, aunque algunas son inconsistentes (Vecoli, 2014; Akhter et
al., 2009; Casa et al., 2006). La influencia de polimorfismos genéticos ha tomado fuerza
como factores de riesgo para el desarrollo de enfermedades vasculares ((Reza et al., 2019;
Wang et al., 2020).

Por lo anterior se han realizado diversos estudios para investigar la relacion o contribucion
de la presencia de los polimorfismos de la eNOS (G894T, intrén 4 de 27 VNTR y T786C);
ya que estos polimorfismos pueden aumentar la susceptibilidad a la progresion de diferentes
enfermedades que incluyen aterosclerosis, hipertension, infarto al miocardio, vasoespasmo
coronario, asi como la formacion de aneurismas aorticos y enfermedades cerebrovasculares
isquémicas y la TVC.

Markus y colaboradores reportaron que la variante del exén 7 y el intrén 4 27 VNTR no
estaban relacionadas con los accidentes cerebrovasculares, en pacientes blancos,” pero en
1998 Yahashi reporto que en sujetos japoneses con ictus isquémicos tampoco encontrd
relacion con el intrén 4 de 27 VNTR (Yahashi et al., 1998), sin embargo, se ha reportado que
el polimorfismo G894T, estd relacionado con el tromboembolismo venoso (TEV) en
poblaciones asiaticas; de la misma manera el polimorfismo del intron 4 27 VNTR se

relaciond con la susceptibilidad con la TEV ( Huang et al.,2021); estos resultados son
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respaldados por Lianxing y colaboradores en el 2014 concluyendo que el polimorfismo
G894T esta involucrado en la enfermedad trombotica en sujetos asiaticos (Lianxing et
al.,2014). Shieh y colaboradores en 2017 reportaron que el G894T participa en las
enfermedades cerebrovasculares en sujetos chinos, Omer y colaboradores en el 2019
reportaron la existencia de la relacion del polimorfismo G894T y el intron 4ab VNTR con la
EVC-isquémica en la poblaciéon asiatica y en sujetos del norte de India, en sujetos del sur de
India también se mostr6 una asociacién del polimorfismo G894T con el accidente
cerebrovascular isquéemico (Anliacik et al., 2019; Majumdar et al., 2010).

Estudios en ratones knockout deficientes en eNOS ha demostrado que son sensibles a la
isquemia cerebral focal, presentando anomalias en la pared vascular, el polimorfismo 4ab
VTNR se le atribuye a la enfermedad coronaria e infarto al miocardio sobre todo en
fumadores™ (Akhter et al 2009). La heterogeneidad del G894T se ha reportado
significativamente en poblaciones asiatica; mientras que el intron 4ab VNTR se ha
presentado en poblacién caucasica (Yang et al., 2015).

En el 2004 Akar y colaboradores reportaron una asociacion significativa entre el alelo del
intrén 4ab de 27 VNTR en sufrir un accidente cerebrovascular, pero reportaron que no habia
relacién con la trombosis venosa profunda (TVP) en sujetos turcos.

Con base en lo anterior existe una controversia entre los diversos resultados con las
diferentes, sin embargo, en nuestro estudio no encontramos diferencias significativas en los
polimorfismos estudiados en pacientes con TVC comparados contra los controles y
Unicamente encontramos que el genotipo 4a/a es un genotipo de proteccién. en la poblacion
mexicana. Es necesario llevar a cabo mas estudios en poblaciones mas grandes para afirmar
0 negar una posible asociacion de estos polimorfismos con la TVC.

En nuestro conocimiento esta es la primera vez que se analiza en pacientes con TVC en
México, ya que sabemos que para esta enfermedad aun no se conoce la incidencia o los

factores que la causan.

75



16 OBJETIVOSy METAS ALCANZADAS

e Se estandarizo las técnicas de de identificacion de dos polimorfismos del gen de la
eNOS en los pacientes con TVC y controles.

e Se elabor6 un banco de datos de DNA de controles.

e Se determinaron las frecuencias genotipicas de dos polimorfismos con en sujetos con

TVC y controles en la poblacién mexicana.
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17 CONCLUSIONES

1.- No existe una asociacion entre el polimorfismo G894T y la TVC en la poblacion

mexicana.

2.- Existe una relacion de proteccion en el polimorfismo 4a/b con la TVC en la poblacion

mexicana.
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