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Estudio del FvW en Sindrome Coronario Agudo

1. RESUMEN

El Factor von Willebrand (FvW) es una molécula proteinica, sintetizada por las
células del endotelio vascular y por las plaquetas, desempefia un papel
fundamental en los procesos de adhesion y agregacion plaquetaria, esencial en
sitios de dafio endotelial para formar trombos plaquetarios. La estructura
multimérica es clave para el desempefio hemostatico de la proteina. Los pacientes
con niveles elevados de FvW tienen una mayor incidencia de eventos cardiacos
adversos incluyendo la muerte. Todo lo anterior ha generado que el FVYW se
convierta en un punto clave de investigacion para el desarrollo de nuevas terapias
antiplaquetarias que inhiban especificamente a los receptores del FYW. Con la
finalidad de estudiar el patron electroforético de los multimeros del FYW en
pacientes con Sindrome Coronario Agudo (SCA) nuestro estudio pretende estudiar
si existen diferencias en la estructura multimérica del FvW que predispongan un
estado de sangre vulnerable condicionado por concentraciones elevadas del FvW
y la presencia de multimeros de elevado peso molecular del mismo.

De cada paciente se obtuvieron 10 ml de sangre por puncién arterial en tubos
vacutainer con citrato de sodio al 3.8% como anticoagulante, se les realiz6 estudio
de la concentracion del FVW mediante ELISA. Ademas se estandarizé la
metodologia de laboratorio para el analisis de los multimeros del FvW por
inmunoelectrotransferencia en geles de agarosa con SDS y geles de
poliacrilamida agarosa.

Se incluyeron 30 pacientes, 26 hombres (86.6%) y 4 mujeres (13.33%), con un
promedio de edad de 61 £10.3 anos. Dentro de los antecedentes destaca que 14
(40%) tuvieron antecedente heredofamiliar de ECV, 20 (66.6%) antecedente
personal de tabaquismo, 11 (36.6%) de DM, 119 (63.3%) de HTA y 22 (63.3%) de
dislipidemia aterogénica. Los diagndsticos establecidos después de la Intervencion
Coronaria Percutanea (ICP) fueron: 19 (63.3%) con diagndstico de Infarto Agudo
del Miocardio (IAM) y 11 (36.6%) con diagnostico de Angor Inestable (Al).

Se estandarizé la metodologia para el analisis de los multimeros del FvW
mediante electroforesis de geles de Agarosa con SDS y su posterior deteccién
mediante Western Blot con anti-FVvW y la reproduccidon una metodologia en geles
mixtos de poliacrilamida/agarosa (SDS-PAGE) asi como un analisis comparativo
de ambas metodologias para el estudio de los multimeros del FYW. Se realizaron
varios corrimientos con muestras de pacientes isquémicos en los cuales se
aprecia una diferencia en las caracteristicas de los MAPM entre pacientes sanos y
pacientes con Cardiopatia isquémica.
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Estudio del FvW en Sindrome Coronario Agudo

2. MARCO TEORICO

El Factor von Willebrand (FvW) es una glicoproteina multimérica plasmatica
que se sintetiza en las células endoteliales y los megacariocitos,
Aproximadamente 75-85% del FvW circulante en plasma proviene del endotelio,
mientras que el 15 al 25% deriva de las plaquetas. EI FvW en su estadio maduro

es la proteina sanguinea de mayor tamafno conocida hasta ahora.

El FYW es una molécula con numerosas interacciones funcionales, por lo que
tiene una importante relacién con la trombosis, desempefia un papel importante en
la hemostasia primaria participando en la adhesion y agregacion plaquetarias, asi
como en la hemostasia secundaria al actuar como una proteina acarreadora y
estabilizadora del factor VIl protegiendo a este de la degradacion proteolitica en

circulacién (Ruggeri y cols. 1993)
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Figura 1. Estructura del FvW. El pre-proVWF consiste de un péptido sefial (residuos 1--22), pro-péptido (23--763) y
subunidad madura (764--2813). Los sitios de localizacién estan indicados por dominios estructurales (A, B, C, D, CK),
intersubunidades, puentes disulfuro (S--S), sitios de union al ADAMST-13, sitios de unién para el factor VIII, GPIb,
integrina allbb3, y colageno tipo I, Il y VI.

Journal of Thrombosis and Haemostasis, 7 (Suppl. 1): 24-27
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Estudio del FvW en Sindrome Coronario Agudo

El factor von Willebrand circula en el plasma en concentraciones de 8 a 25
pg/mL (Kao y cols, 1981).  El producto inicial del gen del FvW localizado en el
cromosoma 12p13.2 es una proteina de 2,813 aminoacidos (aa) constituida por
un péptido senal de 22 aa y un propéptido de 741 aa; una molécula de FvW
contiene 2,050 aa (Rodeghiero y cols. 2002). Se forma mediante la union de
subunidades idénticas, el pre-pro FVvW contiene cinco tipos de dominios
estructurales en el orden D1-D2-D’-D3-A1-A2-A3-D4-B1-B2-B3-C1-C2-CK
(Sadler 2005) (Fig 1)
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Figura 2. Formaciéon de los multimeros del FvW.

Daltones (300-350 kD), el cual pierde la En el RE el proVWF forma dimeros entre las
porciones carboxilo terminales. Los enlaces
fraccidn llamada péptido seflal de 22 disulfuro estan representados por una doble linea.

Posteriormente un reacomodo transitorio en el RE
que contiene puentes disulfuro en la porcion (D1-
D2) y en la region D'D3.
., , En el aparato Golgi este reacomodo transitorio
formacion de multimeros. permite la formacion de multimeros mediante
puentes disulfuro en las porciones amino terminales
entre los dominios D3.

Journal of Thrombosis and Haemostasis, 3: 1703

aminoacidos, que inicia el proceso de
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Estudio del FvW en Sindrome Coronario Agudo

Las subunidades del FYW en el reticulo endoplasmico forman dimeros
mediante enlaces disulfuro en las porciones carboxilo terminales; posteriormente
los dimeros del pro-FVW en el Aparato de Golgi son procesados por una proteasa
procesa (probablemente Furina), genera un hendimiento en el pro-péptido (D1-
D2) y la formacion enlaces disulfuro adicionales en las
porciones amino terminales entre los dominios D3, se forman asi series de
multimeros de diferente tamafno que van desde una sola unidad fundamental de
225 kD (2051 aminoacidos) hasta estructuras de mas de 10 000 kD. (Wagner,
1990)

2.2. Almacenamiento y liberacién

Los multimeros del FYW son condensados y empacados mediante arreglos
tubulares para ser almacenados o liberados a la circulacidn, todos estos cambios

permiten la sintesis de moléculas del FvW gigantes. (Sadler 2005) (Fig. 2)

El FYW se sintetiza principalmente por la célula endotelial se almacena
cuerpos de Weibel-Palade, pero ademas puede encontrarse en los granulos o de

los megacariocitos precursores de plaquetas.

En la célula endotelial, el FvW se almacena en los cuerpos de Weibel-Palade
de donde se libera al plasma o al subendotelio. EI mecanismo mediante el cual el
FvW es liberado aun no se conoce, aunque por estudios realizados en vitro
utilizando como modelo células endoteliales de cordon umbilical humano, se ha
determinado que la alfa-trombina humana interviene en su liberacion. También el
activador tisular del plasminégeno (t-PA), el iondforo de calcio, la fibrina, plasmina,
adrenalina, bradicinina y la interleucina-1 incrementan su liberacion, en la forma de
multimeros de alto peso molecular. Se sabe que la desamino-D-arginin-
vasopresina (DDAVP), un analogo sintético de la vasopresina, incrementa el nivel
del FYW en el plasma in vivo, al unirse al receptor V2 sobre la célula endotelial y

posteriormente liberar la molécula del FVYW; en la actualidad se sabe que la
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Estudio del FvW en Sindrome Coronario Agudo

morfologia de los cuerpos de Weibel Palade es esencial para el despliegue
adecuado del FYW. (Minchaux 2006)

2.3. El FvW en la hemostasia

La hemostasia en condiciones normales requiere del FvW debido a que esta
proteina es necesaria para la adhesion plaquetaria normal a superficies
trombogénicas y para la agregacién plaquetaria y también debido a que funciona
como portador de la molécula del FVIIl procoagulante, que lleva a cabo una
funcidn esencial en el sistema de la coagulacidon como cofactor en la generacion
del factor Xa. Las alteraciones hipofuncionales del FvW conducen a una tendencia
al sangrado, mientras que las hiperfucionales pueden generar complicaciones
trombaticas. (Sadler 2005)

Las plaquetas cuentan con dos receptores distintos para el FvW, la
glicoproteina Ib en el complejo GP Ib-V-IV y en el complejo GPallbp3, la primera
esta involucrada en la adhesiéon plaquetaria, donde el FYW actua como puente
entre los componentes de la pared vascular y los receptores especificos de la
superficie plaquetaria. EI complejo GPallbp3 se une al FYW en la activacion
plaquetaria mediando la liberacion de las proteinas plaquetarias en la superficie y

por consiguiente la agregacion plaquetaria. (Spiel y cols 2008)

El FVYW circula en el plasma en series de multimeros que van de 500,000 a 20
millones Da, siendo los mas grandes mucho mas efectivos hemostaticamente
(Budde y cols, 2006). Es una molécula compuesta de 50-100 monomeros y cada
subunidad del FvW tiene sitios de union para: Factor VI, Glicoproteina
plaquetaria Ib (GPIb), GPallbp3, heparina y colageno (fig.1), algunos de los cuales
son dependientes de los cambios conformacionales generados por las fuerzas de

cizallamiento (Siedlecki y cols 1996).
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Estudio del FvW en Sindrome Coronario Agudo

Una vez en circulacién, los multimeros son sujetos a un proceso competitivo de
liberacion y protedlisis mediante ADAMTS 13 (a desintegrin-like and

metalloprotease with thrombospondine type 13).

Defectos en la secrecion o liberacion intravascular del FvW pueden causar
Enfermedad de von Willebrand (EvW), la cual es un conjunto heterogéneo de
alteraciones hemorragicas de origen genético, que implican alteracion en la
estructura, funcion o concentracion del FvW, defectos en la formaciéon de los
multimeros o degradacion proteolitica exagerada mediante ADAMTS 13 pueden
causar EvW tipo 2A y contribuir a la EVW tipo 2B, la deficiencia total del FvW
genera EVW tipo 3, clinicamente se caracerizan por presentar tiempo de sangrado
prolongado, niveles bajos de Facto VIII Coagulante (FVIII:C), del FVYW y del

cofactor de ristocetina. (Rodeghiero y cols. 2002)

Por otro lado defectos en la protedlisis del FYW pueden ocasionar purpura
trombdética trombocitopénica (PTT), una vez en circulacién el FvW tiene una vida
media de 12-20 horas, al mismo tiempo los multimeros demasiado grandes son
convertidos en elementos mas pequefos, mediante la accién de la ADAMTS 13,

1605_Met'®%®. mediante su unidon al dominio A2,

que corta el FYW en el sitio Tir
cuando la ADAMTS 13 esta ausente o deficiente, circulan en sangre FYW de muy

elevado peso molecular. (Sadler 2008)

La importancia fisiopatolégica del FYW no esta limitada los distintos tipos del
EVW o a PTT, los niveles de FYW también se correlacionan con riesgo de
trombosis y con riesgo de sangrado dentro de poblacion aparentemente sana.
(Saldler 2005) (Figura 3)
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Figura 3. Riesgo de trombosis y hemorragia en relacion a los niveles del FvW.

La linea continua gruesa indica la frecuencia de distribucion de los niveles del FvW, el
95% de la poblacion tiene niveles entre 50 |U dL-200 IU dL).

También se muestra el riesgo relativo (linea punteada) de sangrado, trombosis (linea
punteada gruesa) y mutaciones dentro del gen del FvW (linea delgada continua)

2.4. El FvW y el Sindrome Coronario Agudo

El FvW se ha encontrado elevado en diferentes estadios de dafio endotelial por

lo que se le ha propuesto como un marcador del mismo. (Blann y cols, 1992).

La Enfermedad Cardiovascular isquémica presenta una alta prevalencia en
nuestro pais y representa la principal causa de muerte en paises industrializados,
de igual manera las enfermedades isquémicas del corazon, representan la

principal causa de mortalidad general en nuestro pais. (INEGI 2008).

Las enfermedades cardiovasculares tromboembdlicas son el prototipo de
estudio para la utilizacion de la determinacion plasmatica del FYW. ElI FvW
aparentemente se relaciona con un aumento del riesgo de reinfarto y muerte en
pacientes con angina de pecho y en aquellos que ya han sufrido un reinfarto. En
un estudio prospectivo de seguimiento con 124 pacientes que vivieron después de

un infarto del miocardio se encontré que los niveles de FvW fueron factores de
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riesgo independientes para reinfarto y muerte. (Jasson y cols 1991). Por lo tanto,
es plausible que la utilidad principal de las cantidades elevadas plasmaticas de
FvW sea la prediccion de complicaciones como infarto miocardico y muerte, asi
como eventos agudos; es posible también determinar el riesgo y el prondstico en

el uso de antitrombdticos. (Vischer 2006)

El Sindrome Coronario Agudo se define como un conjunto de manifestaciones
de Cardiopatia Isquémica, que clinicamente se puede manifestar con Angina de

pecho, Infarto Agudo del Miocardio o Muerte Cardiaca Subita.

Los sindromes coronarios agudos comprenden un espectro de la enfermedad
coronaria isquémica que va desde la angina inestable hasta el infarto miocardico
agudo. Actualmente estos sindromes se clasifican en infarto con elevacion del
segmento ST y sin elevacion del segmento ST (infarto miocardico agudo sin
elevacion del segmento ST y angina inestable), dividiéndose este ultimo en riesgo

alto, intermedio y bajo. (Branwald 2003)

2.5. Angina Estable

Este sindrome es secundario a una isquemia miocardica transitoria,
principalmente debida a un proceso obstructivo de las arterias coronarias (las
manifestaciones clinicas aparecen por lo regular cuando existe una estenosis
mayor al 70%). El principal factor de riesgo para cardiopatia isquémica es la
ateroesclerosis. Cuando las arterias coronarias son normales éstas se encargan
de la regulacion del flujo sanguineo en respuesta a los cambios en el consumo
miocardico de oxigeno, cuando la demanda miocardica de oxigeno incrementa,
(por ejemplo en el ejercicio) las arterias coronarias incrementan su diametro para
proveer un adecuado flujo, esta autorregulacién requiere la presencia de un
endotelio vascular sin alteraciones, esta vasodilatacion es mediada a través de
metabolitos como la adenosina, acidosis, disminucion de la presion parcial de

oxigeno y elevacion de los niveles de dioxido de carbono, entre otros. Cuando las
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Estudio del FvW en Sindrome Coronario Agudo

estenosis coronarias son mayores al 70%, el flujo coronario disminuye en 90% a
pesar de existir una maxima vasodilatacion coronaria. Durante las situaciones que
aumentan las demandas miocardicas de oxigeno, las arteriolas coronarias no
pueden aumentar aun mas su grado de vasodilatacion, lo cual genera una
limitacion del flujo arterial en relacion a las necesidades miocardicas. Las
estenosis mayores al 90% pueden originar isquemia aun en reposo. (Abrams
2005).

2.6. SICA I: Infarto Agudo miocérdico con elevacién del segmento ST (IAM
CESST)

El infarto miocardico agudo tiene su origen en la fractura o erosion de una
placa ateroesclerdtica en las arterias coronarias, lo cual inicia la cascada de la
coagulacion culminando en la formacion de un trombo coronario oclusivo. Cuando
la oclusién persiste, la manifestacion electrocardiografica sera una elevacion del
segmento ST en las derivaciones correspondientes a las areas cardiacas
afectadas. La oclusion coronaria inicia una onda de necrosis miocardica que se
extiende desde el endocardio y en direccion hacia el epicardio. (Hahn 2006)

Placa vulnerable o inestable. Son las placas ateroescleréticas con mayor
susceptibilidad a la rotura, las cuales se caracterizan por tener un centro lipidico
de gran tamafio, cubierto por una delgada capa de tejido fibroso. Al fracturarse o
erosionarse la placa ateroesclerodtica se activa la cascada de la coagulacion. Uno
de los primeros eventos en ocurrir es la activacion, adhesién y agregacion
plaquetaria por medio del Factor von Willebrand, glicoproteina allbB3 y la
produccion de tromboxano A2, serotonina, epinefrina y factor activador de las
plaquetas. Una vez activadas las plaquetas, estas adquieren gran afinidad por la
trombina y el fibrindgeno. La primera es convertida a trombina, la cual se encarga
de convertir el fibrindgeno en fibrina. Una vez que una gran cantidad de fibrina se
forma la matriz de fibrina, que actua como una red, que captura plaquetas y
eritrocitos que forman el trombo plaquetario. La fibrina en este trombo adquiere

una alta afinidad por el plasminégeno (forma inactiva de la plasmina), cuya funcién
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principal es la lisis de la red de fibrina, y con ello la destruccién del trombo. La
conversion del plasminégeno a plasmina es llevada a cabo por el activador tisular

del plasminégeno. (Sura 2006)

2.7. SICA II: Infarto agudo miocérdico sin elevacion del segmento ST (IAM

SESST) y angina inestable

Un trombo coronario oclusivo se manifestara electrocardiograficamente con
una elevacion aguda del segmento ST (=1 mm), la cual evolucionara a una onda Q
en la mayoria de los pacientes (infarto miocardico con elevacion del segmento
ST). Por otra parte, los pacientes que cursen con una obstruccion trombética
incompleta o intermitente se manifestaran electrocardiograficamente como una
depresion del segmento ST (>5mm) o una inversion dinamica de la onda T (infarto
agudo miocardico sin elevacion del segmento ST), la mayoria de estos pacientes

no desarrollara onda Q. (Yang 2006)

Por definicion los sindromes coronarios sin elevacion del segmento ST (IAM
SESST) no debe tener elevacion del segmento ST; sin embargo, los cambios en el
electrocardiograma son variados. Los sindromes coronarios agudos representan
un estado dinamico en el que cualquier momento puede pasar de una categoria a
otra. Si las enzimas miocardicas no se elevan, se considerara como una angina
inestable; si se elevan el diagnostico sera de infarto miocardico agudo sin
elevacion del ST. (Branwald 2003)

Estudios clinicos prospectivos han sugerido que los niveles plasmaticos
elevados de FvW predicen la ocurrencia de eventos clinicos mayores como infarto
o muerte, esto probablemente se deba a que el valor de FYW en plasma es un
indicador de la extensién del dafio en el endotelio vascular (Mannuccio y cols,
1998).

Facultad de Ciencias Médicas y Bioldgicas “Dr. Ignacio Chdvez” Pdgina 10
Division Estudios de Posgrado



Estudio del FvW en Sindrome Coronario Agudo

Los niveles plasmaticos del Factor von Willebrand se encuentran elevados en

los pacientes con riesgo cardiovascular (Paulinska y cols, 2009).

En las oclusiones coronarias agudas el FVvW participa en el trombo que se
forma y esta intimamente ligado a las plaquetas, esto debido a que el FvW se une
a las plaquetas en presencia de un ambiente turbulento caracteristico de la
enfermedad arterial (Hoshiba y cols 2006). EI FvW muestra patrones
caracteristicos en plasma, que alcanzan su maximo tres o cuatro dias después del

evento agudo (Mannuccio 1998)

De igual manera varios estudios sugieren que el riesgo de trombosis se
correlaciona con los niveles del FYW, hay varios estudios que sugieren que el
riesgo de ictus tromboembdlico, IAM y muerte se duplican 1.2 por cada 20 Ul de

incremento del FYW. (Conway y cols. 2003)

Durante un episodio de oclusién coronaria aguda o angina inestable el nivel de
FvW se incrementa, alcanzando un pico a las 48-72 h y este incremento es
predictivo para eventos adversos en los siguientes 30 dias (Spiel y cols 2008),
posteriormente se aprecia una disminucion del FvW después de una trombolisis
exitosa (Montalescot y cols 1998).

Hay estudios que muestran concentraciones elevadas del FYW en pacientes
con Infarto Agudo Miocardico (IAM), de tal modo que existe una relacion bien
establecida entre el FYW y el riesgo de desarrollo de IAM en pacientes con
enfermedad cardiovascular, lo cual es corroborado por numerosos estudios que
describen una asociacién del FYW vy el riesgo de reinfarto y muerte (Thompson y
cols 1995), ademas los pacientes con IAM tienen niveles mas elevados de FvW
comparado contra pacientes que solamente tienen Angina de Pecho (Frossard y
cols 2004).

La evaluacion combinada de FvW y troponina |, en este grupo de pacientes ha

proporcionado informacién sobre el prondstico a largo plazo: niveles elevados del
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FVW vy/o niveles elevados de troponina | se encuentran asociados
significativamente con un incremento en la muerte, IAM, y angina recurrente
(Frossard y cols 2004).

Estudios recientes proveen evidencia de que el FYW es predicativo del
grado de necrosis miocardica, flujo sanguineo miocardico y eventos adversos en

pacientes con Sindromes Coronarios Agudos (SCA) (Montalescot y cols 2000).

Tomando en cuenta la importancia del FYW en la formaciéon del trombo, los
recursos terapéuticos dirigidos a inhibir de manera especifica al FvW estan siendo

propuestos como nuevos agentes antiplaquetarios (Diener y cols 2009).

Los estudios que examinan la relacion entre el FYW y la trombosis
comienzan a identificar al FvW como un mediador de la enfermedad, la relacion
existente entre los niveles elevados del FYW y los eventos coronarios tienen una
asociaciéon independiente, lo cual sugiere que el FvW desempefia un papel directo
en la oclusion aguda coronaria por lo que los antagonistas del FYW han sido

propuestos como novedosos agentes antiplaquetarios (Laffan y cols 2009).

El FYW es un util marcador clinico, relacionado con la incidencia vy
pronéstico del sindrome Coronario Agudo, asi como también existe una
correlacion significativa entre los niveles de FYW y el desarrollo de ictus. Sin
embargo ninguna de las intervenciones terapéuticas actuales para IAM se dirige
hacia el FYW. Por lo que los antagonistas del FYW pueden representar una
novedosa y util aportacién al conocimiento de los agentes antitrombaéticos (Ruggeri
y cols 1992).

La electroforesis en geles de poliacrilamida con Dodecil-Sulfato de Sodio
(SDS-PAGE) es el método analitico mas utilizado para separar los componentes

de una mezcla de proteinas (Rosenberg 1996). La metodologia del SDS-PAGE,
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nos permite estudio el tamano y peso molecular de una proteina a través de su

movilidad electroforética a través una matriz porosa. (Scopes 1994)

La utilidad de este sistema se basa en el uso de un sistema de soluciones
amortiguadoras discontinuas que hace posible que la muestra y la solucion
amortiguadora del gel de corrimiento sean diferentes en su composicion, (Tris-
HCI/Tris-glicina, pH 6.8/8.3) (Ornstein 1964) lo cual permite que se pueda cargar
un volumen mayor de muestra, manteniendo una adecuada resolucion debido a
que las proteinas son concentradas en bandas delgadas antes de entrar al gel de
resolucion. El uso agentes reductores como el SDS (Dodecil Sulfato de Sodio)
también ha sido una herramienta util, ya que el SDS se une a las proteinas
generando una unidad con carga negativa similar para todas las proteinas.
(Shapiro 1969) La electroforesis de proteinas en geles de agarosa es una
alternativa diferente al uso de geles de poliacrilamida que ofrece varios beneficios,
los geles se pueden correr usando sistema horizontal o vertical, permiten separar
eficazmente proteinas tan grandes como 600, 000 KDa, es facil de preparar y
manejar, ofrece una recuperacion eficiente de proteinas, las proteinas obtenidas
se pueden utilizar para inmunizar directamente animales para la obtencion de

anticuerpos y lo mas importante es que no es toxica.

En la siguiente tabla se muestran las concentraciones de agarosa

recomendadas separar proteinas de alto peso molecular.

Tamafio de proteina (KDa) Concentracion
20-200 5%
150-300 3%
300-600 2%
600-1000 1.5%
1000-5000 2%
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Los primeros métodos para analizar la estructura multimérica del FvW
utilizaban la metodologia descrita por Laemmli en 1970, con la excepcion de que
utilizaban geles de agarosa, debido a que el FVYW es demasiado grande para
entrar en los geles de poliacrilamida (Ruggeri, Zimmerman 1980), técnica que ha

tenido multiples modificaciones debido a que utilizaba material radioactivo.
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3. JUSTIFICACION:

La Enfermedad Cardiovascular isquémica presenta una alta prevalencia en
nuestro pais y representa la principal causa de muerte en paises industrializados.
Se ha demostrado que los niveles elevados de FvW representan un mayor riesgo
de desarrollo de eventos adversos incluyendo la muerte en este grupo de
pacientes, la tendencia actual de los nuevos antiplaquetarios se dirige a bloquear
los receptores especificos del FvW, por lo que un mayor conocimiento de la
estructura molecular de esta proteina es de gran importancia. Nuestro estudio
pretende estudiar si existen diferencias en la estructura multimérica del FvW de

pacientes con enfermedad cardiovascular.

4. HIPOTESIS:

Los pacientes con enfermedad cardiovascular presentan un estado de sangre
vulnerable constante condicionado por la presencia de concentraciones elevadas

del FYW y la presencia de multimeros de elevado peso molecular del mismo.
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5. OBJETIVO

5.1. Objetivo General

Estudiar la composiciéon multimérica y los niveles plasmaticos del FYW en

pacientes con enfermedad cardiovascular

5.2. Objetivos Especificos:

e Estandarizacion de la metodologia para la evaluacion de la estructura
Multimérica por electroforesis en gel de agarosa.

¢ Reproduccion de la metodologia para evaluacion de la estructura
multimérica por electroforesis en gel de poliacrilamida/agarosa.

e Analisis de la estructura multimérica del FvW en pacientes con SCA.

o Determinar si existen diferencias estructurales tales como la presencia de
multimeros ultra-largos del FvW que favorezcan un estado protrombético.

e Determinacién de los niveles plasmaticos del FvW.

6. MATERIAL Y METODOS

6.1.1 Tipo de estudio: Prolectivo, transversal.

6.1.2 Sitio del estudio:
e Facultad de Ciencias Médicas y Bioldgicas “Dr. Ignacio Chavez”
UMSNH
o Laboratorio de Hemostasia y Biologia Vascular
e Hospital General de Morelia “Dr. Miguel Silva”
o Unidad de Hemodinamica

¢ Instituto de Investigaciones Quimico Biolégicas UMSNH
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o0 Laboratorio de Farmacologia

6.1.3 Material Bioldgico

Se estudiaron las muestras plasmaticas de 30 pacientes con diagnédstico de
Cardiopatia isquémica que ingresaron a la sala de Hemodinamica del Hospital
General de Morelia “Dr. Miguel Silva”, en un periodo comprendido entre Diciembre
del 2009 a Diciembre del 2010. Ademas 20 personas sanas, donadores de sangre
del Centro Estatal de Transfusién Sanguinea que se consideraron grupo control y
la muestra de un paciente con Purpura trombotica trombocitopénica (PTT) como
control de MAPM.

La edad promedio de los pacientes con diagnéstico de Cardiopatia
isquémica que participaron en el estudio fue 61 afios, con un minimo de 35 afios y
un maximo de 77 afos. Los individuos sanos fueron donadores de sangre cuya

edad media fue de 34 anos con un minimo de 20 afios y un maximo de 56.

6.1.4 Equipo

e Camara para electroforesis vertical (Biorad Mini-protean system)

e Fuente de poder para electroforesis (Power pac HC Biorad
250V/30A/300W)

e Equipo de transferencia en semi-seco (Biorad Transblot SD semi-dry
transfer cell)

e Camara de transferencia submarina Biocom (Complete omniPAGE
Mini system for Vertical Electrophoresis & Electroblotting)
(BCVS10CBS)

e (Cassete de revelado 8X Kyokko Green
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6.2 METODOS

De todos los pacientes que ingresaron a la sala de Hemodinamia con
diagndstico de Cardiopatia Isquémica, se obtuvo una muestra de sangre mediante
la puncion arterial (radial o femoral) al momento de la Intervencién Coronaria
Percutanea (ICP), para la obtencion de plasma a partir del cual se llevd a cabo la

determinacién del FYW:Ag y estudio de los multimeros del FvW.

6.2.1. Obtencién de la muestra

Las muestras de sangre se obtuvieron por puncion arterial (radial o femoral)
realizada para el acceso vascular de la Intervencion Coronaria Percutanea (ICP),
la sangre se coloco en 2 tubos con anticoagulante citrato de sodio al 3.8%. Se
obtuvieron 4.5 ml de sangre en cada tubo, mezclando suavemente para evitar la
formacion de espuma; posteriormente la sangre se centrifugd 1500 rpm durante
10 minutos para obtener en plasma sobrenadante. Se hicieron alicuotas de 0.5 ml

a partir del plasma, las cuales se almacenaron a -70° C hasta su estudio.

6.2.2. Métodos Inmunolbgicos

6.2.2.1. Determinacion del FvW mediante ELISA

Se preparé la solucion de lavado y la solucion de la muestra de acuerdo al
instructivo incluido en el paquete comercial Imubind vVWF Elisa Kit. Posteriormente
se reconstituyeron los estandares de proteina con 1 ml de agua destilada para
obtener las concentraciones de 0.5 mU/mL, 1 mU/mL, 2 mU/mL, 5§ mU/mL y 10

mU/mL, y 2 ml de agua destilada para el estandar de 0 mU/mL.

Se diluyeron las muestras de plasma 1:100 con la solucién para la muestra,
posteriormente se agregaron 100uL por cada pozo, se incubo durante 1 hora a
temperatura ambiente, se realizaron 4 lavados con la solucién de lavado (250 pL

por cada lavado). Se preparé el anticuerpo 1:100, se colocaron 100 uL en cada
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pozo, se incubo durante 1 hora a temperatura ambiente, se nuevamente realizaron
4 lavados. Se agregaron 100 pL de substrato, se incubo durante 18 minutos a
temperatura ambiente, finalmente se agregaron 50 L de solucién de paro (H2SO4

0.5 M), se evalud con una absorbancia de 450 nm.

6.2.3. Estudio de los multimeros del FvW

Para el estudio de los multimeros del FYW se realizaron 2 técnicas, la
primera fue una reproduccion de una técnica de electroforesis con geles de
poliacrilamida al 3% para el gel separador y de poliacrilamida al 2% y agarosa al
0.8% para el gel de resolucién. La segunda fue una estandarizacion para la

electroforesis vertical en geles de agarosa-SDS para el analisis del FvW.

Una vez estandarizadas ambas técnicas, se procedid a transferir los
multimeros de FVYW a membranas de PVDF, mediante transferencia submarina
120 V durante 1 hora y mediante transferencia en semiseco a 300 mA durante 1
hora, para probar asi la efectividad de ambas metodologias para la transferencia
de multimeros de alto peso molecular. Posteriormente las membranas fueron

analizadas con el anticuerpo anti-Fv\W.

6.2.3.1 Electroforesis del FvW en geles de poliacrilamida 3%-agarosa 0.8%

con Dodecil sulfato de sodio (sds-page)

La electroforesis del Factor von Willebrand se realiz6 de acuerdo al método

descrito por Laemmli de un sistema discontinuo de reguladores (Laemmli, 1970).

Los geles se prepararon mezclando las soluciones indicadas en el
apéndice, el gel concentrador contenia 3% de acrilamida-bis acrilamida y el gel de

resolucién contenia agarosa al 0.8% y acrilamida-bis acrilamida al 2%. Para
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preparar los geles primero se montaron las placas de vidrio de la camara para
electroforesis vertical (Biorad Mini-protean system) con una separacion de 1 mm,
posteriormente se vacié la mezcla para formar el gel de resolucién en la camara,
hasta una altura de 5 cm, inmediatamente después y antes de que el gel
polimerizara, se coloco sobre ella una capa de butanol saturado con agua con el
proposito de linearizar la superficie. Se dejo gelificar durante una hora, se eliminé
el exceso de butanol lavando con agua corriente y se secé la superficie del gel con
papel filtro para posteriormente colocar el gel concentrador. Inmediatamente
después se colocé un peine de 10 pozos para formar los pozos. Una vez

preparado el gel se lleno la camara de electroforesis con regulador de corrimiento.

Las muestras de plasma se diluyeron utilizando la solucién de dilucién de la
muestra (SDM Tris 0.01 M, EDTA 0.001 M, Urea 8M, SDS 2%), colocando en un
tubo Eppendorf 80 ul de SDM, 20 ul de plasma y 10 ul de azul de bromofenol al
0.05%. Se colocaron 15 pl de muestra diluida en cada pozo.

El corrimiento electroforético se realiz6 con una corriente constante de 15
mA por gel para concentrar las muestras y luego en el gel de resolucion se

aumento la corriente a 25 mA por gel.

6.2.3.2. Electroforesis en Geles de Agarosa con SDS

Se utilizé una camara para electroforesis vertical (Biorad Mini-protean
system) Los cristales de la camara fueron lavados con agua destilada, enjuagados
con etanol al 90%, secados y posteriormente se ensamblaron y montaron
utilizando separadores de 1 mm. Se probaron varios tipos de agarosa, finalmente
se utilizé agarosa tipo V de la marca Sigma, se probaron varios porcentajes de
concentracion, alcanzando una concentracién final de agarosa al 1.3% para el gel
de corrimiento (100 mmol/L Tris base, 0.4% SDS, pH 8.8, HCI).
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Se calent6 la agarosa hasta que comenzo a ebullir, se utilizé una micropipeta de 5
mL para vaciar el gel, en una sola emision y asi evitar la formacion de burbujas y
se vacio a los cristales previamente armados hasta un nivel 1.5 cm por debajo del
limite superior de los cristales, inmediatamente después se agregé butanol
saturado con agua para linearizar la superficie, una vez que el gel solidifico se
enjuago el butanol con agua corriente y se seco con papel filtro. Una vez que
gelifico la agarosa se agrego el gel concentrador con agarosa al 1% (70 mmol/L
Tris base, 4 mmol/L EDTA, 0.4% SDS, pH 6.8). Se coloco el peine para formar los
pozos con una profundidad de 1 cm y se dejo gelificar durante 30 minutos en

condiciones refrigerantes.

Preparacion de la muestra

El plasma obtenido se diluyé 1:5 con una Solucién de Dilucién de la
Muestra (70 mmol/L Tris, 4 mmol/L EDTA, 9mol/L urea, 83.22 mmol/L SDS, pH
6.8), se agregd 10 uL de azul de bromofenol y 10 uL de glicerol, finalmente se

incubo a 95° C durante 5 minutos.

Electroforesis

Se retiro el peine separador del gel concentrador de manera cuidadosa,
para evitar la ruptura de los pozos, se lleno la camara de electroforesis con
solucién de electroforesis (50mM Tris, 384mM glicina 0.1% SDS, pH 8.3).
Posteriormente se cargaron 15 pyL de la muestra diluida con una jeringa marca
Hamilton de 30 pL, y se inicio corrimiento a una corriente constante de 10 mA en

condiciones refrigerantes hasta que el frente de corrimiento llegue al final del gel.

Inmunoelectrotransferencia (Western blot)

Una vez estandarizada la técnica de electroforesis se prosiguié a la

electrotransferencia de los multimeros del factor a membranas de PVDF, la
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electrotransferencia se llevd a cabo mediante transferencia submarina y
transferencia en semiseco, para poder realizar una valoracion de la eficacia de
ambas metodologias en la transferencia de los multimeros de alto peso molecular
MAPM caracteristicos del FvW.

La electrotransferencia submarina se llevé a cabo colocando sobre la rejilla
del equipo de electrotransferencia Complete omniPAGE Mini system for Vertical
Electrophoresis & Electroblotting (BCVS10CBS) una esponja y un cuadro de papel
filtro de tamano ligeramente mas grandes que el gel, previamente empapados en
regulador de transferencia. Se colocé el gel y sobre éste la membrana de PVDF,
previamente saturada con metanol, cortada al tamafo del gel evitando la
formacion de burbujas entre ellos, sobre la membrana se colocé otro papel filtro y
una esponja empapados en regulador, se cerro la rejilla y se colocd en la camara
de electrotransferencia sumergiéndola en el regulador, verificando que el gel
quedara orientado hacia el polo negativo y la membrana hacia el polo positivo. La

transferencia se realiz6 a 120 V durante 1 hora en condiciones refrigerantes.

Transferencia en semiseco

Se utilizé un equipo de transferencia en semi-seco (Biorad Transblot SD
semi-dry transfer cell) y se prepard una solucién de transferencia (2.5 mmol/L Tris,
19.2 mmol/L glicina, 0.01% SDS, 20% metanol, pH 8.8). Se cortaron membranas
de PVDF del mismo tamafio del gel, se hidrataron en metanol durante 5 minutos,
posteriormente se almacenaron en solucién de transferencia hasta su uso, asi
como también se hidrataron 2 fragmentos de papel filtro (Extra thick blot paper

criterion Biorad) del mismo tamafio del gel en solucién de transferencia.

Una vez que termind el corrimiento el gel se colocd en solucion de
transferencia durante 15 minutos. Se armoé un sandwich colocando un papel filtro,
membrana PVDF, gel de agarosa y nuevamente un papel filtro y se inicié la

transferencia a 15 V, 300 mA durante 1 hora.
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Estrategia de bloqueo y lavado

Una vez concluida la transferencia, se incubd la membrana en solucion de
leche descremada al 5% durante 1 hora, para bloquear los sitios inespecificos, se
realizé un lavado con TBS-T 0.15 M durante 5 minutos en agitacién continua a
temperatura ambiente, posteriormente se hizo un lavado con TBS-T 1M por 5
minutos en agitacidén continua y finalmente se realiz6 otro lavado con TBS-T 0.15

M en las mismas condiciones.

Inmunolocalizaciéon de los multimeros del FvW

Las membranas previamente bloqueadas y lavadas fuero incubadas con
Anticuerpo primario policlonal anti-FvW de conejo (Dako Cytomation AOO82)
durante toda la noche a una dilucion 1:3000 con TBS-T 0.15 M
Posteriormente Se realiz6 un lavado con TBS-T 0.15 M durante 5 minutos en
agitacion continua a temperatura ambiente, posteriormente se hizo un lavado con
TBS-T 1M por 5 minutos en agitacién continua y finalmente se realizé otro lavado
con TBS-T 0.15 M en las mismas condiciones.

Se incubd durante 2 horas mezclando con el anticuerpo secundario (Swine
Anti-Rabbit HRP Dako Cytomation 0217) a una diluciéon 1:5000, se realizaron 2
lavados, TBS-T 0.15 M durante 5 minutos cada uno en agitacion continua, a
temperatura ambiente, 1 lavado de TBS-T 1M durante 5 minutos y finalmente otros
2 lavados con TBS-T 0.15 M en las mismas condiciones.

Revelado

En un area especial de revelado, se colocaron las membranas en solucion
de luminol Western Blotting Reagent Santa Cruz Biotechnology, en agitacion
continua durante unos segundo, una vez que el luminol cubri6 toda la superficie de
la membrana, se colocaron en un cassete especial de revelado 8X 10" Kyokko

Green y sobre esta una placa especial de revelado (X Ray Film Fuji Medical)
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cortada previamente al tamafio de la membrana, se dejo dentro del cassete
durante 5 minutos y posteriormente se coloco en la Solucion reveladora (Fujifilm
X-Ray film developer rendor) durante 3 minutos, se escurrid, se paso a la solucion
fijadora (Fujiflm X-Ray Film fixer renfix) durante 3 minutos y finalmente se
colocaron las membranas en agua para enjuagar las soluciones previas y se dejo
secar a temperatura ambiente, finalmente se observan las bandas radiolucidas

que representan los multimeros del FvW.
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7. RESULTADOS

Se incluyé en el estudio a un total de 30 pacientes con Enfermedad
cardiovascular: 26 hombres (86.6%) 4 mujeres (13.3%), con una edad promedio
de 61+£10.3 afos. En la tabla 1 se muestran los antecedentes personales
patolégicos del grupo de estudio y podemos apreciar que 14 (40%) tuvieron
antecedente heredofamiliar de ECV, 20 (66.6%) habito de tabaquismo, 2 (6.66%)
antecedente personal de tabaquismo, 11 (36.6%) con diagnéstico de DM, 19
(63.3%) con Hipertension Arterial y 22 (73.3%) de dislipidemia aterogénica. Los
diagnosticos establecidos después de la Intervencion Coronaria Percutanea
fueron: 19 (63.3%) con diagndstico de Infarto Agudo del Miocardio y 11 (36.6%)

con diagnostico de Angor Inestable.

Tabla 1. Antecedentes personales patoldgicos del grupo de estudio.

Antecedente n (%)
ECV 14 (40%)
Tabaquismo 20 (66.6%)
DM 11 (36.6%)
Hipertension Arterial 19 (63.3%)
Dislipidemia 22 (73.3%)

Se analizaron muestras plasmaticas de los pacientes para la determinacién de
FvW. En la tabla 2 se presentan los valores medios obtenidos para las pruebas
inmunoldgicas: concentracion del factor de von Willebrand y estudio de los
multimeros del FvW, en la determinacion del FvW mediante ELISA se encontrd
una concentracion de 21.131+4.76 pU/mL en el grupo de estudio, los pacientes con
diagndstico de IAM presentaron una media en la concentracion del FYW de
23.60£7.79 pU/mL y el grupo con Angor Inestable 16.88+3.07 pU/mL, mientras

que el grupo control presenté una concentracion 6.1 pU/mL y el control de MAPM
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7.8 yU/mL, como se puede apreciar la concentracion de FvW es significativamente
mayor en los pacientes con IAM ( p <0.001). En el estudio de los multimeros del

FvW vemos la distribucién del grupo de estudio, coincide con el control de MAPM.

Tabla 2. Valores medidos obtenidos de las pruebas inmunolégicas en la

poblacion estudiada

Estudio Control sano Control MAPM | IAM Al
FvW 6.1 pU/mL 7.8 pU/mL 23.60 yU/mL | 16.88 pU/mL
Estudio de | Distribucion Distribucién Predominio Predominio de
multimeros del | normal con con MAPM MAPM
FvW predominio de

MAPM

El estudio de los multimeros del FYW se llevé a cabo mediante dos técnicas de
inmunoelectrotransferencia (IET), la primera fue una metodologia mixta en geles
de poliacrilamida y agarosa; la segunda fue una estandarizacion de una
electroforesis en geles de agarosa, mediante las dos metodologias se obtuvieron
dos patrones electroforéticos diferentes, los cuales se pueden apreciar en la

siguiente figura:
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£
k.
i
Tipo1 Tipo 2 Tipo 3 Tipo 4

Figura 4. Patrén electroforético de los multimeros del FYW que se
presento en la poblacién estudiada. El patron tipo 1 y 2 corresponden
a la electroforesis en geles de agarosa con SDS, el tipo 1
corresponde la distribucion normal del FYW y el 2 a FvW con
predominio de MAPM.

Los patrones electroforéticos 3 y 4 corresponden a los observados
en electroforesis en geles de acrilamida agarosa, el tipo 3
corresponde a la muestra con MAPM vy el tipo 4 a la distribucién
normal.

a) Patron electroforético 1. Pool de plasmas normales. Aparece la distribucion
normal de los multimeros del FvW, que se observa en la electroforesis en
geles de agarosa con SDS, el cual ofrece una clara distribucion del patron
de bandeo.

b) Patrén electroforético 2. Plasma de paciente isquémico. En este patrén de
bandeo se observa un predominio claro en la parte superior cerca del punto
de colocacion de la muestra correspondiente a los MAPM, seguido de las
bandas que corresponden a los multimeros de bajo peso molecular, este es
el patron de bandeo que ofrece la electroforesis en geles de agarosa con
SDS.
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c) Patron electroforético 3. Este es el patron de bandeo que ofrece la
metodologia de electroforesis en geles de acrilamida agarosa, se aprecia la
distribucién normal de los multimeros del FvW.

d) Patrén electroforético 4. Es la distribucion caracteristica de los MAPM en la
electroforesis en gel de acrilamida agarosa, y con predominio de MAPM,
donde se aprecia un manchon amplio en la parte superior correspondiente
a los MAPM.

control control Cl Cl

Figura 5. Patrén electroforético obtenido en la electroforesis en
geles de agarosa con SDS, en los individuos sanos, y en los
individuos con ClI
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Grupo Control Cardiopatia isquémica

Figura 5. Patron electroforético caracteristico de la
electroforesis en geles de poliacrilamida/agarosa
(SDS-PAGE) en grupo control y en pacientes con
cardiopatia isquémica, tipo de transferencia: semi-

seco
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Grupo Control Cardiopatia isquémica

Figura 6. Patréon electroforético del FvW en
individuos sanos y en pacientes CIl, mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida/agarosa
(SDS-PAGE), tipo de transferencia: submarina.

Facultad de Ciencias Médicas y Bioldgicas “Dr. Ignacio Chdvez” Pdgina 30
Division Estudios de Posgrado



Estudio del FvW en Sindrome Coronario Agudo

Figura 7. Patrén electroforético del FvW realizado mediante
electroforesis en geles de agarosa y transferencia submarina
en distintas entidades clinicas: 1 sujetos sanos, 2 Purpura
Trombodtica Trombocitopénica (con mayor presencia de
MAPM), 3 Infarto Agudo del Miocardio, 4 Angor Inestable, 5
Fibrilacién Auricular.
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Figura 8. Patrén electroforético de pacientes Cardiopatia
Isquémica, realizado mediante electroforesis en geles de
agarosa y transferencia semi-seco.

Figura 9. Patron electroforético de pacientes
Cardiopatia Isquémica, realizado mediante
electroforesis en geles de agarosa y transferencia
submarina.
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En la figura 5, se aprecia el patron electroforético obtenido mediante
electroforesis en geles de agarosa con SDS y transferencia submarina en
individuos sanos y en pacientes con cardiopatia isquémica, mientras que en la
figura 5 y 7 se aprecia el patron electroforético de las mismas muestras
procesadas mediante electroforesis en geles de poliacrilamida/agarosa, realizando

una transferencia en semi-seco en la figura 5 y semi-seco en la figura 6.

En la figura y se aprecia claramente la diferencia entre el patron electroforético
entre individuos sanos, Purpura trombotica trombocitopénica, Infarto Agudo del
Miocardio (IAM), Angor Inestable (Al) y Fibrilacién Auricular (FA), procesadas
mediante electroforesis en geles de agarosa y transferencia semi-seco. Los
Pacientes con IAM y Al presentan MAPM casi en la misma proporcion que el
paciente con PTT, mientras que el paciente con FA muestra un mayor predominio

de MAPM que el resto de las muestras.

En las figuras 8 y 9 se aprecia el patron electroforético de pacientes con
Cardiopatia isquémica (Infarto Agudo del Miocardio sin elevacién del ST, Angor

Inestable).
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8. DISCUSION

Analizando la poblacion de pacientes con Cardiopatia isquémica, se pudo
observar que los individuos del grupo de estudio presentaron concentraciones
mas elevadas de FvW comparados con el grupo control (p<0.001), asi mismo
se observo una diferencia significativa entre los individuos que presentaron
Infarto Agudo del Miocardio y Angor Inestable (p<0.001), informacion que
coincide con la proporcionada por Spiel y cols en donde concluyen que el FvW
desempena un papel fundamental en la prediccion de eventos

cardiovasculares adversos incluyendo la muerte. (Spiel y cols 2008).

Uno de los objetivos de la presente tesis fue estandarizar una metodologia
para la electroforesis en geles de agarosa, para analizar los multimeros del
FVW y comparar los resultados obtenidos con el patron electroforético
proporcionado por otra metodologia mixta de acrilamida/agarosa, para

establecer las ventajas y desventajas de ambas metodologias.

La electroforesis en geles de acrilamida es la metodologia de eleccion para
el analisis de proteinas (Rosenberg), sin embargo cuando se trata de proteinas
de alto peso molecular, su utilidad disminuye, ya que las concentraciones de
acrilamida necesarias para permitir el paso de tales proteinas son tan bajas
que la consistencia del gel lo hace practicamente imposible de manejar; sin
embargo, la incorporacién de agarosa a dichos geles de acrilamida a bajas
concentraciones, permite realizar esta metodologia, brindando varias ventajas
entre las que destacan: permite una separacion clara de bandas, es facilmente
reproducible y la carga de las muestras en el gel es mas sencillo debido a que
los pozos quedan muy bien formados y diferenciados, sin embargo las
desventajas consisten en que se trata de una técnica de mayor dificultad, pues
es necesario controlar perfectamente las condiciones para lograr la

polimerizacién tanto de la acrilamida como la gelificacion de la agarosa. Por

Facultad de Ciencias Médicas y Bioldgicas “Dr. Ignacio Chdvez” Pdgina 34
Division Estudios de Posgrado



Estudio del FvW en Sindrome Coronario Agudo

otra parte la toxicidad de la acrilamida hace deseable contar con una

metodologia en geles exclusivamente de agarosa.

Por su parte, la electroforesis de proteinas en geles de agarosa, es una
metodologia que es de gran utilidad cuando se trata de proteinas de alto peso
molecular (Cambrex), la principal dificultad que enfrenta es cuando se realiza
electroforesis vertical debido a que este tipo de equipos no son los mas
indicados para este tipo de reactivo y al momento de preparar el gel este se
puede romper o deslizar con mucha facilidad, saliendo incluso de la camara de
electroforesis, los pozos resultan irregularles por lo que es necesario cargar
las muestras con sumo cuidado para evitar la contaminacion de los carriles
vecinos. Su principal ventaja es que no se trata de un reactivo toxico y es de

facil manejo.

En cuanto al patron electroforético que brindan ambas metodologias, la
electroforesis en geles de agarosa brinda un patrén de bandeo muy claro y
definido cuando se trata de MAPM, mientras que la electroforesis en geles de
poliacrilamida y agarosa solamente brinda un patrén de barrido que varia en su
intensidad cuando estan presentes los MAPM. Los multimeros de bajo peso
molecular son facilmente observados con cualquiera de las dos metodologias.
Las bandas que se logran apreciar en los geles de poliacrilamida y agarosa
son mas finas, no obstante las bandas que se aprecian en los geles de

agarosa también son claras.

Respecto a las metodologias de transferencia, tanto la transferencia
submarina como la transferencia semiseca son de utilidad para la
transferencia de los MAPM, sin embargo la electroforesis submarina es una
metodologia conlleva un mayor grado de dificultad debido a la facilidad con que
se pueden formar burbujas entre las esponjas, las cuales resultan en patrones
de bandeo manchados y de baja calidad, sin embargo, ofrece la ventaja de

poder realizarse en condiciones refrigerantes, situacion que es favorable para
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este tipo de transferencia. (Helmunt 2010), no obstante los multimeros del FvW
de alto peso molecular se transfieren también con equipo semi-seco. Con esta
técnica, se obtuvieron impresiones de los patrones de bandeo mas claras, con
menos manchas y mas nitidas, por lo que esta técnica seria mas recomendada

para impresiones de calidad o para analisis posterior mediante densitometria.

En cuanto a los patrones de bandeo entre los grupos de estudio, se observo
presencia de MAPM en el grupo de los pacientes con Cardiopatia isquémica, el
patron de bandeo de estos individuos es muy similar al que presenta la
muestra con PTT, padecimiento en el cual se tiene un exceso de MAPM que
genera un estado trombotico, producido por la deficiencia de la enzima
ADAMTS-13, responsable de controlar en el plasma el tamafo de los
multimeros del factor, esta situacion favorece un estado de sangre vulnerable,
que contribuye al desarrollo de complicaciones trombéticas en este tipo de

pacientes.

No obstante, son conclusiones que aun no se pueden establecer, debido a
que el grupo de estudio es pequefio y al tratar de reproducir la metodologia, se
enfrentaron complicaciones relacionadas con la concentracion de proteina que
se cargaba en cada pozo, por lo que esta pendiente la estandarizacion de la
cantidad de proteina que se debe de cargar en cada carril para que ofrezca un

patron multimérico claro y facil de analizar.

Sin embargo esta metodologia es util para el analisis de muestras de
pacientes con concentraciones de FvW deficientes o normales, como es el
caso de pacientes con enfermedad von Willebrand, (Helmunt 2010) pero para
el analisis de muestras donde las concentraciones de FvW son superiores a las
normales, es dificil interpretar los resultados debido a la variabilidad del patron
de bandeo, por lo que se deben estandarizar las condiciones que permitan un

corrimiento en condiciones mas homogéneas.
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9. CONCLUSIONES

e EI SCA esta asociado con niveles plasmaticos elevados de FvW y con
presencia de MAPM en la estructura multimérica de esta proteina.

e Los niveles mayores de FvVvW se observaron en los pacientes con
diagndstico de IAM en comparacién con los pacientes que solo presentaron
Al.

e La presencia de MAPM en la estructura del FYW en los pacientes con
Cardiopatia isquémica, puede estar favoreciendo un estado de sangre
vulnerable que predispone al desarrollo de complicaciones trombaéticas en
este tipo de pacientes.

e Este tipo de alteracion también se presento en pacientes con FA.

e Se requiere de la realizacion de mas estudios que incluyan a una poblacion
mas grande y que también incluyan otro tipo de padecimientos que dentro
de su fisiopatologia presenten el desarrollo de trombosis, para ver si la
presencia de MAPM estan presentes en otras patologias.

e Se requiere la realizacion de mas investigacién sobre el FYW para obtener
mas informacién, que permita al personal de la salud aplicar el

conocimiento en beneficio de los pacientes.
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ANEXOS

MATERIAL Y REACTIVO

Tubos vacutainer citratados

Kit para FYW:Ag (American Diagnostica)

Solucion de Acrilamida/Bis solucion al 30% 29:1 (Biorad)
Agarosa tipo V (Sigma Chemical Co.)

Trizma base (Sigma Chemical Col.)

Dodecil Sulfato de Sodio (Biorad)

Temed (Biorad)

Persulfato de Amonio (Biorad)

EDTA (Sigma Chemical Col.)

Urea (Sigma Chemical Col.)

Glicina (Sigma Chemical Col.)

Metanol (Merck)

Cloruro de Sodio (Merck)

Anticuerpo anti FvW (Rabbit Immunoglobulin to Human vWF, Dako)
Conjugado de Burro anti IgG de conejo (Dako)
Membranas PVDF (Immun-blot PVDF membrane for protein blotting
0.2um Biorad)

Luminol Western Blotting. Luminol Reagent. Santa Cruz
Biotechnology

Solucion reveladora (Fujifilm X-Ray film developer rendor)
Solucion fijadora (Fujifilm X-Ray Film fixer renfix)

X Ray Film 100 NIF 20x25 (8x10) Fuji Medical

Papel filtro (Extra thick blot paper criterion size 8.5x13.5 cm)
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