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1. RESUMEN /ABSTRACT

RESUMEN:
INTRODUCCION: La enfermedad cardiovascular isquémica es la primera causa de muerte en el
mundo y la segunda en México, la ateroesclerosis y la aterotrombosis coronaria son el principal
sustrato fisiopatoldgico de la cardiopatia isquémica. La isquemia secundaria desencadena liberacién
de factores de crecimiento que estimulan a la médula dsea para la liberacion de células progenitoras
endoteliales. Estas células participan en la neoangiogénesis y el rejuvenecimiento del endotelio,
ademas de que hay una estrecha interaccion entre dichas células y los factores de riesgo
cardiovascular, por lo que es de suma importancia su estudio como un nuevo marcador diagndstico
y prondstico en esta patologia, relacionandolo con la cuantificacion de otros biomarcadores, asi
como con las caracteristicas clinicas de los pacientes.
OBJETIVO: Correlacionar la cantidad de células progenitoras endoteliales circulantes con los
niveles plasmaticos de biomarcadores protrombdticos de dafio endotelial en pacientes con
enfermedad cardiovascular isquémica.
METODOLOGIA: Se cuantificaron células progenitoras endoteliales mediante citometria de flujo,
se determinaran biomarcadores protromboticos (FvW, P-Selectina, LCD40, PAI-1, Adiponectina)
por técnica de ELISA, los cuales se correlacionaran entre si y con pardmetros clinicos de los
pacientes.
RESULTADOS: Se incluyeron en el estudio un total de 88 pacientes, 69 con diagndstico de
cardiopatia isquémica: 22 pacientes incluidos en el grupo de angina estable, 24 en el de IAMSEST
y 23 en el de IAMCEST ademas de 19 sujetos sanos. Encontrando niveles elevados de PAI-1 en los
pacientes con cardiopatia isquémica a diferencia del grupo control, que la cantidad de CPE esta
disminuida en pacientes con Angina estable, en diabéticos descontrolados, en mujeres y en
pacientes de edad avanzada, ademas de que la adiponectina se encuentra elevada en pacientes con
mejor riesgo cardiovascular de Framingham y en pacientes con cifras mayores de HDL.
CONCLUSIONES: La cantidad de CPE se encuentra disminuida en pacientes con Angina estable
y diabéticos descontrolados, lo cual es un reflejo de la disfuncion endotelial cronica que presentan
estos pacientes. La adiponectina es un biomarcador Util que se correlaciona inversamente al riesgo
cardiovascular de los pacientes
Palabras clave: Cardiopatia isquémica, células progenitoras endoteliales, riesgo cardiovascular,
adiponectina.
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ABSTRACT:

INTRODUCTION: Ischemic cardiovascular disease is the leading cause of death
worldwide and the second in Mexico, atherosclerosis and coronary atherosclerosis are the
main pathophysiological substrate of ischemic heart disease. Secondary ischemia triggers
release of growth factors that stimulate the bone marrow to release endothelial progenitor
cells. These cells are involved in neoangiogenesis and rejuvenation of the endothelium, plus
there is a close interaction between these cells and cardiovascular risk factors, so it is very
important study as a new diagnostic and prognostic marker in this disease, relating
guantifying with other biomarkers, as well as the clinical features of patients.
OBJECTIVE: To correlate the number of circulating endothelial progenitor cells with
plasma levels of prothrombotic biomarkers of endothelial damage in patients with ischemic
cardiovascular disease.

METHODOLOGY: endothelial progenitor cells were quantified by flow cytometry, are
determined prothrombotic biomarkers (VWF, P-selectin, LCD40, PAI-1, adiponectin) by
ELISA, which are correlated with each other and clinical parameters of the patients.
RESULTS: A total of 88 patients, 69 were included in the study with a diagnosis of
ischemic heart disease: 22 patients in the stable angina group, 24 in the NSTEMI and
STEMI 23 in addition to 19 healthy subjects. Finding elevated levels of PAI-1 in patients
with ischemic heart disease unlike the control group, the number of EPCs is reduced in
patients with stable angina, in uncontrolled diabetes, in women and in elderly patients, in
addition to adiponectin is elevated in patients with better cardiovascular Framingham risk
and patients with higher numbers of HDL.

CONCLUSIONS: The amount of CPE is decreased in patients with stable angina and
uncontrolled diabetes, which is a reflection of chronic endothelial dysfunction in these
patients. Adiponectin is a useful biomarker that correlates inversely with cardiovascular
risk patients

Keywords: Ischemic heart disease, endothelial progenitor cells, cardiovascular risk,

adiponectin.
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2. INTRODUCCION:

Las enfermedades cardiovasculares (ECV), es decir, del corazon y de los vasos
sanguineos, son la principal causa de muerte en todo el mundo. (OMS, 2011); la
cardiopatia isquémica es una patologia importante dentro de este grupo, la cual es la
enfermedad miocardica consecutiva a isquemia por el déficit del riego coronario, siendo el
sustrato fisiopatolégico la ateroesclerosis coronaria, que puede tener complicaciones
tromboéticas con la ruptura de la placa inestable o vulnerable, desarrollandose la
aterotrombosis, donde la disfuncion endotelial y la agregacién plaquetaria juegan un papel
importante.

La obesidad, resistencia insulinica, diabetes mellitus tipo 2, las dislipidemias, la carga
genética, la edad y el género constituyen factores de riesgo importantes para la cardiopatia
isquémica, ya que promueven la disfuncion endotelial. (Harrison, 2007)

El término disfuncion endotelial (DE) se refiere a una alteraciéon en la capacidad del
endotelio para mantener apropiadamente la homeostasis vascular, que incluye también un
aumento en la produccion de vasoconstrictores, alteraciones en la regulacion de la
inflamacion, trombosis, angiogénesis y aumento del nivel plasmético de otros productos
endoteliales (Widlansky, et al. 2003; Tabit, et al. 2010).

La basqueda de marcadores bioquimicos de disfuncion endotelial y prediccién del
riesgo de accidentes cardiovasculares ha concentrado la investigacion de varios grupos, la
confluencia de algunas de sus hipdtesis destacan la activacion de factores relacionados con
la inflamacién, trombosis y alteracion endotelial. Las formas solubles de estas moléculas
pueden ser detectadas en sangre periférica, sus niveles elevados se interpretan como
marcadores de disfuncién endotelial que revelan el inicio y/o progresiéon de cambios
arterioscleréticos de la pared vascular.

Estudios experimentales y clinicos sugieren que existe una evolucion del papel de las
células progenitoras endoteliales en neoangiogénesis y el rejuvenecimiento del endotelio,
ademas de que hay una estrecha interaccién entre dichas células y los factores de riesgo
cardiovascular; sin embargo, la funcion exacta de éstas en la patogénesis de la enfermedad
arterial coronaria a(n no se conoce, y su papel como un marcador pronostico no esta claro,

por lo que es de suma importancia el estudio de estas células como un nuevo marcador
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diagndstico y prondstico, relacionandolo con la cuantificacion de otros biomarcadores, asi
como con las caracteristicas clinicas de los pacientes.

Por lo tanto, en este trabajo nos enfocaremos a la medicion de biomarcadores
protromboticos (Factor de VVon Willebrand (FvW),Inhibidor del activador del plasminégeno
tipo 1 (PAI-1) , Complejo CD40/LCD40, Adiponectinay P- Selectina) mediante la técnica
de ELISA, asi como medicion de PCR y Volumen plaquetario medio, los cuales se
correlacionaran con la cantidad de Células Progenitoras Endoteliales (CPE) cuantificadas
por citometria de flujo y los pardmetros clinicos que presentan los pacientes mediante la
realizacion de historias clinicas, para determinar si estos biomarcadores pudieran tener un

valor diagnoéstico y pronostico para enfermedad cardiovascular isquémica.
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3. MARCO TEORICO

3.1 CARDIOPATIA ISQUEMICA

La cardiopatia isquémica constituye un sindrome caracterizado por una disminucion
del aporte de sangre oxigenada al miocardio que, desde un punto de vista estructural y
funcional, afecta el libre flujo de sangre de una o mas arterias coronarias epicardicas o de la
microcirculaciéon coronaria. Su principal sustrato fisiopatoldgico lo constituye la
aterosclerosis coronaria, definida como un complejo proceso inflamatorio y progresivo en
donde intervienen numerosos mecanismos como la disfuncion endotelial, la peroxidacion
lipidica, la sobre expresion de moléculas de adhesion celular, la trombosis intravascular
entre otros. (IMSS, 2009).

La cardiopatia isquémica es la enfermedad miocardica consecutiva a isquemia por el
déficit del riego coronario. La isquemia miocardica se inicia en el momento que la cantidad
de oxigeno que llega a la miofibrilla es insuficiente para permitir un metabolismo celular
aerobico y este se convierte en anaerdbico. (Guadalajara, 2006).

Dentro de su etiologia podemos encontrar alteraciones anatomicas como: la
ateroesclerosis coronaria, trombosis coronaria, embolia coronaria y arteritis coronaria;
dentro de las causas funcionales: espasmo coronario, siendo la aterosclerosis la principal
causa. (Guadalajara, 2006).

Asi la cardiopatia isquémica se va a clasificar en angina cronica estable y
sindromes coronarios agudos, los cuales se subdividen en angina inestable /Infarto agudo
de miocardio sin elevacion del segmento ST y en Infarto agudo de miocardio con elevacion
del segmento ST. (Kumar , 2009). La angina crdnica estable se debe a la formacion de una
placa de ateroma estable, mientras que los sindromes coronarios agudos (SCA) son
secundario a estenosis coronaria critica debida a una ruptura de la placa de ateroma
inestable con la formacion de un trombo suboclusivo; en ambos casos se produce
desequilibrio entre la demanda y el aporte de oxigeno al miocardio, desencadenando asi el

cuadro clinico caracteristico (Kumar, 2009).
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e Factores de riesgo Coronario:

Los principales factores de riesgo para cardiopatia isquémica crdnica son: La diabetes
mellitus (DM), la hipertension arterial sist¢émica (HAS), el tabaquismo, la dislipidemia
(DLP), la obesidad, la carga genética, el género y la edad. Estos factores de riesgo pueden
ser modificables: Dieta, tabaquismo, ejercicio, alcohol; y no modificables: Edad, género,
herencia. (Topol, 2004) (Guia espafiola de hipertensidn arterial, 2005).

3.1.1 ANGINA CRONICA ESTABLE (ANGOR ESTABLE O DE ESFUERZO):

Es la obstruccion anatdmica de una o varias arteria coronarias, que puede producir un
déficit de aporte sanguineo cuando aumentan los requerimientos metabolicos del miocardio
al realizar un ejercicio, esto es, se establece un desequilibrio aporte — demanda de oxigeno
en el territorio miocardico que es tributario de la arteria obstruida, con la consecuente
isquemia y disminucion contractil del segmento afectado. Estas alteraciones son reversibles

con reposo. (Guadalajara, 2006)

e Cuadro Clinico:

La angina cronica estable se manifiesta con dolor retroesternal opresivo, variable en
intensidad (desde sensacion de opresion hasta dolor muy intenso), difuso, cuyas
irradiaciones cuando existen son hacia hombro izquierdo (a veces hacia uno o ambos
hombros), al cuello, al maxilar inferior, hacia uno o ambos codos, raramente se refiere a
espalda, esto acompafiado de sensacion de muerte; se relaciona con el esfuerzo y este
desaparece con el reposo en un tiempo no mayor de 30 minutos y el sintoma es aliviado
casi de inmediato con vasodilatadores de accion rapida (nitroglicerina o dinitrato de
isosorbide por via sublingual). (Guadalajara, 2006).

Este cuadro estd aunado a fendmenos adrenérgicos (diaforesis) y vagales (nausea,
vémito, eructos, sensacion de defecacion o de miccidn), sintomas que ceden con el reposo.
(INCMNSZ, 2006).

16



ESTUDIO DE CELULAS PROGENITORAS ENDOTELIALES Y BIOMARCADORES DE ACTIVACION PLAQUETARIA'Y UMSNH
DANO ENDOTELIAL EN PACIENTES CON ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR ISQUEMICA.

3.1.2 ANGINA INESTABLE:

Cuadro producido por insuficiencia coronaria aguda y grave, también se le ha llamado
angina inminente, angina preinfarto, sindrome preinfarto, la cual es causada por la
obstruccién de uno o varios troncos coronarios que se ha complicado con la fractura de la
placa de ateroma y ésta, a su vez , ha desencadenado la cascada de coagulacién con la
formacion de trombo in situ, la obstruccion anatomica total o casi total intermitente por el
trombo recién formado, la cual puede culminar con el infarto agudo al miocardio.
(Guadalajara, 2006)

e Cuadro clinico:

Este tipo de angina se caracteriza por dolor anginoso de inicio en reposo.

3.1.3 INFARTO AGUDO DE MIOCARDIO:

Se caracteriza por la oclusién parcial o completa de una arteria coronaria epicardica
debido a la ruptura o erosién de placas vulnerables, acompafiada de un proceso trombatico
que disminuye la perfusion de la microcirculacion por la reduccion del flujo de la arteria
coronaria. (White, 2008).

e Cuadro Clinico:

Se presenta dolor precordial opresivo, aparece durante el reposo o el esfuerzo,
irradia hacia ambos hombros, brazo izquierdo, maxilar inferior, de gran intensidad y
puede llegar a se intolerable, con duracién mayor de 30 minutos, no cede con el reposo
ni con vasodilatadores coronarios, acompafiado por manifestaciones de reaccion
adrenérgica (diaforesis fria y palidez) o vagal (nausea y vomito). El infarto “indoloro”

es mas frecuente en los pacientes diabéticos, ancianos y mujeres. (Kumar, 2009)
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UMSNH

Diagnostico:

Se realiza mediante la exploracion fisica y el cuadro clinico: Se encuentra al

paciente con intenso dolor precordial, angustia y signos de reaccién adrenérgica

(taquicardia, diaforesis fria, palido y en ocasiones con elevacion de presion arterial),

se puede observar disnea, ademas en ocasiones puede presentar signos de bajo gasto

cardiaco: hipotensidn arterial y oliguria; que si estan acompafiados de bradicardia,

sialorrea, broncoconstriccion y vomito se establece el diagndstico de reaccion vagal.

(Guadalajara, 2006)

Electrocardiograma: Donde se observan cambios en onda T y segmento ST.

OndaT Onda T positiva | Isquemia
acuminada y | Subendocardica
simétrica en
derivaciones
unipolares.

Onda T negativa y | Isquemia
simétrica en | subepicardica.
derivaciones

unipolares.

Segmento ST Supradesnivel del | Lesién subepicardica.
segmento ST
(desnivel positivo)

Infradesnivel del | Lesion
segmento ST | subendocardica.
(desnivel negativo)

Onda Q Presencia de ondas Q | Necrosis miocéardica.
anormales (mas
profundas de 1 mmy
mas anchas de 0,04”)

Tabla 1. Cambios electrocardiograficos en cardiopatia isquémica.

Enzimas cardiacas: Troponina T e | ( Son las enzimas més sensibles y especificas
para necrosis miocardica), CPK, CPK-MB. (White, 2008)
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Figura 1. Clasificacion de los sindromes coronarios.

Saeeios o]

Aburted royocandial infarion | i STENA | m Woddeq dlagross.

STEMEAT-ebov ation meyccsrdial infarctaon. NSTEALS— non-5T-oheyatasn sore oonorady Wndromaes. BT none ST-sheratson myoodial miurtion [BBB- et
bomsdis branch block -
Thite, 2008

Pudiendo asi realizar el diagnéstico de Infarto agudo de miocardio con Elevacion del
segmento ST (IAMCEST) si existe elevacion de enzimas cardiacas y elevacion del
segmento ST en el electrocardiograma; Infarto agudo de miocardio sin elevacion del
segmento ST (IAMSEST) si existe elevacion de enzimas cardiacas sin cambios en el
electrocardiograma o depresion del segmento ST; o Angina inestable si no existe elevacion
de enzimas cardiacas y existe depresion del segmento ST o ausencia de cambios
electrocardiograficos (Figura 1).

3.2 ATEROSCLEROSIS
La aterosclerosis es una enfermedad vascular de evolucién crénica, dindmica y

evolutiva que aparece por el concurso de tres factores principales: Disfuncion endotelial,
inflamacion y trombosis. Se caracteriza por la oclusion progresiva de las arterias por placas
de ateroma que pueden llegar a producir insuficiencia arterial cronica (angina de pecho,
isquemia cerebral transitoria o angina mesentérica) o bien déficit agudo de la circulacion
por trombosis oclusiva (infarto de miocardio, cerebral o mesentérica). (Guadalajara, 2006).
La aterosclerosis y los procesos trombdticos asociados a la rotura de placas vulnerables son

la principal causa de eventos cardiovasculares. (Badimon, 2009).

19



ESTUDIO DE CELULAS PROGENITORAS ENDOTELIALES Y BIOMARCADORES DE ACTIVACION PLAQUETARIA'Y UMSNH
DANO ENDOTELIAL EN PACIENTES CON ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR ISQUEMICA.

3.2.1 FORMACION DE LA PLACA ATEROMATOSA
3.2.1.1 LESION ENDOTELIAL:

Cuando por cualquier razén (estrés de cizallamiento, inflamacién, sustancias
proteoliticas, etc.) hay denudacidn del endotelio, las plaqueta se adhieren a la colagena
contenida en la intima a través de sus receptores la/lb a este fenémeno se le denomina
adhesion plaquetaria en un intento de reparar la lesion endotelial, lo cual es seguido de
agregacion plaquetaria o sea, se forman conglomerados de plaquetas que se fijan a otras a
través de redes de fibrina que se unen a los receptores llb/llla de las plaquetas. De esta
manera se forma el “trombo blanco” que repara la denudacién endotelial. Asi, cuando se
presenta denudacidn endotelial la adhesion y la agregacidon plaquetaria restauran la
integridad del endotelio, cabe mencionar que en la lesion endotelial juegan un papel
primordial las células progenitoras endoteliales que se movilizan rapidamente hacia el sitio

lesionado para lograr su restauracion. (Guadalajara, 2006) (Martinez- Murillo 2008).

3.2.1.2 INICIO DE LA ATEROSCLEROSIS:
El aumento de colesterol plasmatico favorece que estas moléculas traspasen el

endotelio, cuando existen moléculas de colesterol en el subendotelio, se inicia el acimulo
de monocitos en los sitios predispuestos del endotelio arterial, la adhesion esta mediada por
moléculas de adhesion leucocitaria al endotelio (ELAMS) y por secrecion de citocinas
adhesivas como la interleucina 1-B y el factor estimulante de colonias de monaocitos. Ya
adheridas, emigran al espacio subendoelial guiadas por una sustancia llamada factor
guimiotactico derivado de las células del muasculo liso (MCP-1), la oxidacion de las LDL
aumenta su produccion favoreciendo la acumulacion de monocitos en el endotelio vascular.
(Topol, 2004).

3.2.1.3 FORMACION DE LAS CELULAS ESPUMOSAS:
Cuando los monocitos alcanzan el subendotelio, se transforman en macréfagos y

fagocitan los esteres de colesterol depositados. Los macrofagos cargados de esteres de

colesterol se denominan células espumosas.
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3.2.1.4 FORMACION DE LA PLACA DE ATEROMA:
Las células espumosas y los esteres de colesterol contenidos en el subendotelio

forman el ndcleo lipidico de la placa aterosclerosa. Los radicales superoxidos producidos
oxidan las lipoproteinas de baja densidad contenidas en el ndcleo lipidico generando un
intenso proceso inflamatorio que promueve la migracion de células del musculo liso,
sintesis de colagena y atraccion de linfocitos T, con el fin de formar una membrana fibrosa
que aisle el proceso inflamatorio del resto dela pared arterial. Asi la placa aterosclerosa

queda formada por el ndcleo lipidico y por la membrana fibrosa. (Guadalajara, 2006).

3.2.1.5 PROGRESION DE LA PLACA ATEROSCLEROSA:
Ya formada la placa aterosclerosa, sigue penetrando colesterol y monocitos al

subendotelio. El intenso proceso inflamatorio producido por la placa aterosclerosa en el
subendotelio es capaz de producir denudacion endotelial que de inmediato intenta ser
separado por adhesion plaquetaria, activadas por trombina, tromboxano A2, adenosin
difosfato (ADP) los cuales favorecen la expresidn de los receptores plaquetario 111b/1lla y
asi la activacion plaquetaria. Asi la erosiéon endotelial promueve la presencia del trombo
blanco (agregacion plaquetaria) y el trombo rojo (microtrombdsis), formandose una placa
ateromatosa que primero protruye levemente en la intima arterial y después obstruye la luz
arterial de forma progresiva. Cuando la placa aterosclerosa ya estad formada, puede tener
dos complicaciones: la trombosis vascular aguda o la obstruccion vascular progresiva.
(Guadalajara, 2006)

3.2.1.6 PLACA ATEROSCLEROSA VULNERABLE:
Placa aterosclerosa que tiene un gran nucleo lipidico, una membrana fibrosa

delgada, un gran proceso inflamatorio y estd expuesta a estrés de cizallamiento, esta se
encuentra susceptible para romper su placa fibrosa y producir trombosis arterial aguda
oclusiva o suboclusiva. (Guadalajara, 2006). Estas placas una vez rotas son las mas
trombogénicas, el grado de rotura de la placa de ateroma es clave para determinar la
trombogenicidad local de la arteria. Estas complicaciones tromboticas y estados
hipercoagulables estdn asociadas a factores de riesgo cardiovascular como DM,

hiperlipidemia y tabaco, concretamente en pacientes con SCA, las cifras elevadas de lipidos
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predisponen a la rotura de placas vulnerables, mientras que el tabaquismo predispone a la
trombosis aguda.(Sambola, 2003).
La placa vulnerable esta en relacion con los sindromes coronarios agudos: angina

inestable o infarto de miocardio.

3.2.1.7 PLACA ATEROSCLEROSA ESTABLE:
Es la que tiene un nucleo lipidico pequefio y una membrana fibrosa gruesa, esta

causa reduccion considerable de la luz arterial, produciendo déficit del riego tisular, por lo

que estan en relacion con la angina de pecho estable.

3.3 ATEROTROMBOSIS

La patogenia de la enfermedad coronaria implica dos procesos interdependientes: la
aterosclerosis y la trombosis. De ahi que se emplee el término de aterotrombosis, que es un
proceso crénico dindmico de la pared vascular en el cual, durante las fases de inflamacién y
actividad trombdtica, subyace la presentacion de los sindromes coronarios agudos.
(Sambola, 2003). También es definido como un proceso arterial progresivo y difuso
caracterizado por una imprevisible y repentina ruptura de una placa aterosclerotica que
lleva a la activacion plaquetaria y a la formacién de trombos con consecuencias
potencialmente mortales tales como infarto de miocardio, evento cerebral vascular

isquémico y muerte por causa vascular. (Topol, 2004).

3.4 ACTIVACION PLAQUETARIA

Las plaguetas ademas de su funcion en la trombosis y la hemostasis, contribuyen a
la activacidn endotelial y modulan respuestas inflamatorias, con lo que favorecen el inicio y
la formacion de lesiones aterosclerdticas y sus posteriores complicaciones tromboticas.
(Badimén, 2009).

Al existir dafio endotelial, la colagena queda expuesta y se inician los mecanismos
de interaccién entre subendotelio y las plaquetas con la adhesion al unirse la colagena con
las plaquetas a través de glucorreeptores o glucoproteinas (Gp) localizadas en la superficie
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de las plaquetas, posteriormente el FvW sintetizado y liberado del endotelio participa en la
adhesion plaquetaria al formar un puente entre el subendotelio y las plaquetas a través de la
unioén a otras glucoproteinas. La fibronectina, vitronectina y la laminina son otras proteinas
adhesivas que fortalecen la union entre las plaquetas y el vaso sanguineo. El factor
activador plaquetario (PAF) favorece la activacion intraplaquetaria generando interaccion
plagueta con plaqueta para formar un tapdn hemostético. (Martinez- Murillo, 2008). Una
vez activadas las plaquetas sufren un cambio conformacional, originando los procesos de
activacion plaquetaria: Degranulacion plaquetaria (Exocitosis del contenido de los granulos
alfa (PAI-1, FvW, P-selectina, etc) y densos (ADP, Serotonina, etc) que son clave en la
funcién plaquetaria y el reclutamiento de nuevas plaquetas); Sintesis de eicosanoides
(prostaglandinas y tromboxano A2); Expresion de proteinas de adhesion (P-Selectina, FvW,
etc, que amplifican y perpettan la adhesion plaquetaria); Exposicion de una superficie
plaquetaria procoagulante (Cambio de la morfologia plaquetaria a una esfera que favorece
la exposicion en la membrana, hecho por lo que es importante la medicién del volumen

plaquetario medio). (Badimén, 2009) (Martinez- Murillo 2008)

Figura 2.Activacion plaquetaria.

La agregacion plaquetaria se iniciara por la expresion de los receptores lIb/llla, que
seran interligados por el fibrindgeno, estableciéndose la interaccion plaqueta-plaqueta,
formando el trombo plaquetario. Cuando la ruptura de la capa fibrosa de la placa

aterosclerética deja expuesto el material lipidico del ateroma junto a la expresién del factor

23



ESTUDIO DE CELULAS PROGENITORAS ENDOTELIALES Y BIOMARCADORES DE ACTIVACION PLAQUETARIA'Y UMSNH
DANO ENDOTELIAL EN PACIENTES CON ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR ISQUEMICA.

tisular (FT), potente pro-coagulante, activara el factor VII, desencadenando la formacion

del trombo por la activacion del factor X y de la trombina. (Toros-Xavier, 2005).

3.5 BIOMARCADORES PROTROMBOTICOS Y DE DISFUNCION ENDOTELIAL

La busqueda de marcadores bioquimicos de Disfuncion endotelial y prediccion del
riesgo de accidentes cardiovasculares ha concentrado la investigacion de varios grupos, la
confluencia de algunas de sus hipdtesis destacan la activacién de factores relacionados con
la inflamacién, trombosis y alteracion endotelial. Formas solubles de estas moléculas
pueden ser detectadas en sangre periférica, sus niveles elevados se interpretan como
marcadores de disfuncion endotelial que revelan el inicio y/o progresion de cambios
ateroscleroticos de la pared vascular. En este trabajo nos enfocaremos a la medicién de
biomarcadores protrombéticos (FvW, PAI-1, sCD40L, P- Selectina), Adiponectina y CPE,
los cuales se correlacionaran con la PCR y niveles de lipoproteinas.

3.5.1 Proteina C Reactiva:
La inflamacion se ha identificado como un elemento primordial en el proceso de la

aterosclerosis, esto ha llevado a los cardidlogos a identificar los marcadores de inflamacion
como predictores de episodios en individuos sin antecedentes y de complicaciones tras un
sindrome coronario agudo. A partir de un foco inflamatorio (placa inestable, lesion
miocérdica, tejido adiposo) se liberan citocinas (interleucina [IL] 1 y 6 o factor de necrosis
tumoral alfa [TNF-a]) que estimulan al higado para producir reactantes de fase aguda
(PCR, fibrindgeno, sustancia amiloide); una mayor inflamacion provocara una mayor
liberacion de reactantes, por lo que se considera que la PCR tiene un importante papel
predictor en el sindrome coronario agudo. (Bodi, 2002).

La PCR es un reactante de fase aguda que sirve como marcador inflamatorio, se
produce fundamentalmente en el higado en respuesta a la interleucina 6 y puede ser un
marcador de aterosclerosis subclinica ya que su concentracion se correlaciona con el grosor
intima- media y con el grado de calcificacion de las arterias coronarias y predice el riesgo

de un nuevo evento, tanto en sujetos con enfermedad coronaria estable como en sujetos con
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sindrome coronario agudo. El tratamiento con estatinas reduce la PCR y hay una mejor
evolucion clinica cuanto mas baja sea la concentracion de PCR alcanzada. (Lahoz, 2007).
La concentracion elevada de PCR es un factor prondstico independiente en
pacientes con sindromes coronarios agudos y angina estable, asi como en pacientes con
enfermedad vascular periférica, demostrandose en diversos estudios la existencia de una
asociacion significativa entre la PCR y el riesgo cardiovascular, encontrandose que los
pacientes con eventos isquémicos tenia una PCR mas elevada que los pacientes sin eventos.
Por lo que la PCR es un potente predictor de mortalidad precoz en pacientes con sindromes

coronarios agudos. (Garcia-Moll, 2000).

3.5.2 Lipoproteinas:
Son estructuras compuestas de proteinas y fosfolipidos que facilitan el transporte de

lipidos en el torrente circulatorio (Badimdn, 2009), se clasifican de acuerdo a su densidad
en lipoproteinas de baja densidad (LDL): la retencién de LDL en la intima arterial es un
proceso clave en el inicio de la progresion de la lesion aterosclerdtica ya que dispara un
proceso inflamatorio local; lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) las cuales son
producidas en el higado y cuando sus niveles séricos estan aumentados se correlacionan
con mayores concentraciones de fibrindgeno, mayor expresion del PAI-1 y activacién del
factor VII; y lipoproteinas de alta densidad (HDL), las cuales estan relacionadas con un
enorme poder antiteratogénico, representado por el transporte reverso del colesterol de los
tejidos periféricos al higado, acciones antiinflamatorias y antioxidantes del plasma y la

pared arterial. (Toros-Xavier, 2005).

3.5.3 Sistema CD40/L.CDA40:
El sistema CD40/LCD40 son glicoproteinas transmembranales de 39-kD,

relacionada estructuralmente con el TNF-a. Se expresan principalmente en los
monocitos/macréfagos, células endoteliales, células del masculo liso y plaquetas (Tedgui,
2005).La interaccion de este sistema en estas células provoca una serie de eventos que
ocurren en la pared vascular y en la circulacion durante la respuesta inflamatoria en curso,
los cuales se identifican en un fenotipo inflamatorio y protrombético observado tanto en los
estadios tempranos como tardios de ateroesclerosis (Santilli et al, 2007). Al unirse el

LCD40 sobre las células endoteliales y las células del musculo liso induce la expresion de
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moléculas de adhesidn tales como VCAM-1, ICAM-1 y P-selectina, las cuales promueven
el reclutamiento y extravasacion de monocitos y linfocitos en el sitio de la lesién vascular.
Este es también promovido por la secrecion inducida por LCD40 de citocinas como la IL-1,
IL-6 ¥ TNF-a por varias células. Finalmente las sefiales de CD40 inducen la expresion del
Factor tisular, el cual promueve la coagulacidn sanguinea (Santilli et al, 2007). En conjunto
todos estos eventos contribuyen al desarrollo de ateroesclerosis. Por lo que el sSCD40L es
considerado un marcador clinico de eventos cardiovasculares y predictor de riesgo

cardiovascular.

3.5.4 Factor de von Willebrand (FVW):
El FvW es una glicoproteina multimérica con un tamafio de 500 a 20,000 kDa y

tiene 3 funciones bioldgicas principales: acarreador y protector del factor procoagulante
VII1, mediador de la adhesion plaquetaria a la matriz sub-endotelial de los vasos sanguineos
dafiados y mediador de la agregacion plaquetaria. Actla como puente de union entre las
glicoproteinas Ib (via clasica) o Ilb-llla (via alternativa) expresadas en la superficie
plaquetaria. Es sintetizado por las células endoteliales y los megacariocitos. Se almacena en
los cuerpos de Weibel-Palade de las células endoteliales y en los granulos alfa plaquetarios;
la regulacidn de su liberacion de estos sitios no se conoce completamente, se sabe que
inductores de fase aguda como las citocinas proinflamatorias promueven su liberacion. Los
niveles plasmaticos de esta proteina han sido relacionados a DE en varios desérdenes
vasculares (Virgds-sefior et al, 2008) y DM2 (Ouvifia et al, 2004)

3.5.5 Inhibidor del activador del plasmindgeno tipo 1 (PAI-1):
En condiciones normales las células endoteliales producen activador tisular del

plasmindgeno (t-PA) para la formacion de plasmina a partir del plasmindgeno, actda en
unién a la trombina en el proceso de fibrinodlisis. Sin embargo, el endotelio "activado” o
disfuncional genera tanto tPA como uPA (activador tipo urikonasa) en presencia de
trombina, disminuye su sintesis en respuesta a la IL-1 0 TNF-o. Simultaneamente, las
células endoteliales producen inhibidores del activador del plasmindgeno (PAI-1 y PAI-2),
enzimas tipo serin-proteasas capaces de unirse e inactivar a los tPA y uPA, alterando la
fibrindlisis. La trombina, IL-1 y TNF-a aumentan los niveles de PAI-1, potenciando, los

mecanismos de aterogénesis al favorecer el depdsito de fibrina en la pared arterial. Las
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causas desencadenantes de esta hiperproduccion de inhibidores de la fibrindlisis
permanecen inciertas, la insulina parece regular sus niveles plasmaticos, por lo que la

resistencia a la insulina altera los niveles de PAI-1 (Pandolfi , 2005; Tedgui, 2005).

3.5.6 P-Selectina:
La P-selectina es una proteina transmembranal que se expresa en la superficie de

plaquetas activadas. Es una proteina de adhesion para neutréfilos, monocitos y células T,
aunque la P-selectina soluble esta presente en sujetos normales, se encuentra elevada en
pacientes con glomerulonefritis proliferativa, problemas trombdticos, preeclampsia-
eclampsia y diabetes mellitus insulino-dependiente autoinmune. (Salazar-Exaire, 2004).
Es un importante marcador de enfermedad vascular, dado que se ha demostrado que las
plaquetas aumentan la expresién de esta proteina en su superficie a medida que evoluciona
la formacidn de lesiones ateroscleréticas. (Badimon, 2009).

3.5.7 Adiponectina:
La adiponectina es una proteina constituida por 244 aminoacidos producida en los

adipocitos, su concentracién en sangre guarda una relacion inversa al indice de masa
corporal y al grado de resistencia a la insulina; aumenta la expresion de moléculas que
participan en el transporte de &cidos grasos, la oxidacién de acidos grasos y el gasto
energético, reduce en el higado la produccion de moléculas que participan en la
gluconeogénesis, por lo que favorece a la disminucion de los niveles de glucosa sanguinea
y el aumento de la sensibilidad a la insulina, ademas que inhibe de manera importante la
formacidn de moléculas de adhesidn. Su concentracién es particularmente baja en pacientes
con DM2, enfermedad coronaria aterosclerosa e hipertension. (Dominguez- Reyes 2007).Se
ha sugerido que la adiponectina protege contra la aterosclerosis y disminuye los riesgos de
infarto de miocardio, ademas de que protege algunas subpoblaciones CPE contra la
apoptosis y , por tanto, podria modular la capacidad de las CPE para inducir la reparacién
del dafio vascular . (Levoie, 2011).

3.5.8 Volumen plaguetario medio:
Las plaquetas tienen un papel predominante en la patogenia de los sindromes

coronarios agudos: angina inestable, infarto de miocardio y muerte subita. En la actualidad
se admite que el tamafio de las plaquetas es un indicador sensible de su reactividad y que la
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magnitud de ésta es un factor determinante en la formacién del trombo intracoronario en
presencia de rotura de la placa aterosclerdtica. Estudios han demostrado un volumen
plaquetario medio mas alto en pacientes con infarto agudo de miocardio que en aquellos
ingresados por dolor toracico, pero sin evidencia de infarto de miocardio. Se ha sugerido
gue un tamafio plaquetario elevado estd presente antes de que el infarto de miocardio
suceda, reflejando un estado protrombdtico que podria desempefiar un papel importante en
la patogenia del episodio coronario agudo. Se ha demostrado que un volumen plaquetario
aumentado en la fase cronica del infarto de miocardio se asocia con un incremento
significativo del riesgo de muerte y de sucesos isquémicos, fatales y no fatales, en los dos
afios siguientes al episodio coronario. (Pabon-Osuna, 1998).

3.6 CELULAS PROGENITORAS ENDOTELIALES:

Las células progenitoras endoteliales son células inmaduras circulantes producidas
en la médula 6sea con la capacidad de diferenciarse en endotelio maduro y formar parte del
mecanismo de neoangiogénesis (Asahara et al, 1997), ademas han sido implicados en la
neoangiogénesis después de que la isquemia del tejido se ha producido, por lo que son
capaces de proliferar y diferenciarse en células endoteliales. (Werner et al,
2005),contribuyendo a la reparacién de vasos sanguineos lesionados principalmente a
través del mecanismo de vasculogénesis. (Murasawa, 2005). Las CPE circulan en la sangre
periférica humana adulta y se movilizan desde la médula 6sea por citoquinas, factores de
crecimiento (factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y el factor de crecimiento
hepatocitario (HGF), como resultado de la lesion endotelial) y las condiciones isquémicas.
(Murasawa, 2005).Existen dos linajes: las hematopoyeéticas y las endoteliales, (Fadini et al,
2005) que pueden movilizarse a sangre periférica en respuesta a varios estimulos (Aicher et
al, 2005) como la isquemia tisular, factores de crecimiento y citocinas. Asi la regulacion
adecuada de la sefializacion existente entre la médula dsea, la circulacion periférica y el
miocardio infartado es de gran importancia para la organizaciéon del proceso de
movilizacion, alojamiento (homing), incorporacion, supervivencia, proliferacion vy
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diferenciacion de las células madre que conduce a la regeneracion del miocardio (Jiménez-
Navarro, 2011).

2. Homing

Transendothelial
migration
ntegrin B2, C099, CO9

ision
[

4. Differentiation and paracrine!
justacrine interaction
VEGE, PDGF, 1GF, HGF, SD6-1
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Figura 3. Movilizacion de CPE Figura 4. Integrinas y CPE

Las CPE fueron descritas desde 1997 por Asahara y cols, en 1994, Rafii demostrd la
existencia de células progenitoras endoteliales derivadas de médula dsea en el adulto. En
2003, Hill y cols, observaron relacién inversa entre el nimero de CPE circulantes y los
factores de riesgo cardiovascular medidos por el Score de Framingham. Asi se establecid
gue las CPE mejoran la angiogénesis, promueven la reparacién vascular, mejora la funcion
endotelial, inhibe la aterosclerosis e incrementa la funcién ventricular luego del infarto.
(Gagliardi, 2007).

La cantidad de CPE circulantes esta actualmente considerada como un reflejo de la
salud cardiovascular (Fadin, 2007). Practicamente todos los factores de riesgo para
ateroesclerosis han sido asociados con disminucién y/o disfuncion de las CPE circulantes
(Werner y Nickenig, 2006), asi como un aumento de las CPE circulantes est4 asociada a
una disminucion de la mortalidad cardiovascular (Werner, 2005).

Las CPE circulantes pueden ser cuantificadas ex-vivo usando citometria de flujo,
que es considerada el estdndar de oro para este propdsito (Rustemeyer et al, 2006); los
antigenos de superficie tipicos identificados en las CPE son CD34, CD133 y KDR.
Recientemente se han definido las CPE fenotipicamente con el empleo de un marcador de
membrana adicional, el CD45+. (Jiménez-Navarro, 2011). Las caracteristicas funcionales
son examinadas in vitro utilizando protocolos estandarizados (Urbich y Dimmeler, 2004).
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Se ha demostrado que el nimero de CPE circulantes en sujetos sanos es
relativamente baja y que el ejercicio fisico programado podria determinar un aumento de la
produccién y circulacion de CPE. (Gagliardi, 2007), los pacientes diabéticos tipo 1 y Tipo 2
tienen menos CPE circulantes comparados con sujetos sanos.(Fadini , 2005; Loomans,
2004). En el caso de pacientes con enfermedad cardiovascular, la acumulacion de factores
de riesgo cardiovascular o de un mayor riesgo general se asocia con disfuncion y la
disminucién del nimero de células progenitoras endoteliales, por lo que predice la
ocurrencia de eventos cardiovasculares y muerte por causas cardiovasculares y puede
ayudar a identificar pacientes con riesgo cardiovascular elevado. (Werner et al, 2005).

En la enfermedad coronaria se observé un nimero menor de CPE circulantes, los pacientes
con angina inestable tienen niveles mayores de CPE que los pacientes con angina estable.
En los procesos isquémicos agudos el nimero de CPE aumenta pero parece que la
presencia de multiples factores de riesgo las reduce (Gagliardi, 2007).se ha encontrado
mayor nimero de CPE en sangre periférica en los pacientes con infarto y enfermedad
monovaso, en comparacion con infarto y enfermedad multivaso. (Jiménez-Navarro, 2011).
La extension del IM se correlaciona con el nimero de células movilizadas. (Dominguez-
Franco, 2011).Los fumadores presentan niveles reducidos de CPE y células CD34-/KDR.
Una historia familiar positiva de enfermedad coronaria se asocia con reduccion de las
células CD34-/KDR. La hipertension es un predictor importante para la alteracion de la
migracion de EPC. Los pacientes con enfermedad arterial coronaria presentan niveles
reducidos y deterioro funcional de CPE, que se correlaciona con la consiguiente
vascularizacion alterada en estos pacientes. (Vasa, 2001).Se ha encontrado que la reduccién
del nimero de CPE se asocia con una incidencia significativamente mayor de eventos
cardiovasculares, siendo su reduccién predictor significativo e independiente de mal
pronostico (Schmidt-Lucke, 2005).El nimero CPE disminuye con la edad observandose
disminucién del nimero CPE con la edad avanzada y varia de acuerdo al género, siendo
significativamente menor en las mujeres y mayor en los sujetos en tratamiento con
estatinas, IECAs y ARAII. Se ha correlacionado positivamente con el consumo moderado
de alcohol. Aumenta con el riesgo cardiovascular estimado por la Puntuacion de riesgo de
Framingham y se ha demostrado una asociacién inversa significativa entre el nimero CPE

y la extension de la aterosclerosis carotidea. (Xiao, 2007).
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4. JUSTIFICACION:

La enfermedad cardiovascular isquémica es la primer causa de muerte en el mundo,
actualmente estudios experimentales y clinicos sugieren que existe una evolucion del papel
de las células progenitoras endoteliales en neoangiogénesis y el rejuvenecimiento del
endotelio, ademas de que hay una estrecha interaccion entre dichas células y los factores de
riesgo cardiovascular; sin embargo, la funcién exacta de éstas en la patogénesis de la
enfermedad arterial coronaria alin no se conoce, y su papel como un marcador prondstico
no esta claro.(Werner et al, 2005), por lo que es de suma importancia el estudio de estas
células como un nuevo marcador diagnostico y pronostico, relacionandolo con la
cuantificacion de otros biomarcadores de disfuncion endotelial, asi como con las

caracteristicas clinicas de los pacientes.
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5. HIPOTESIS:

La cantidad de células progenitoras endoteliales circulantes se encuentran disminuida
en pacientes con enfermedad cardiovascular isquémica y presentan correlacion negativa

con los biomarcadores protrombéticos.
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6. OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL:

Correlacionar la cantidad de células progenitoras endoteliales circulantes con los
niveles plasmaticos de biomarcadores protromboticos de dafio endotelial en pacientes con

enfermedad cardiovascular isquémica.

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Medir el porcentaje de Células Progenitoras Endoteliales Circulantes (EPC) asi
como el nimero de células CD34+

e Determinar los niveles plasméaticos de FvW, LCDA40s, PAI-1, P-selectina y
Adiponectina por el método de ELISA.

e Correlacion de biomarcadores y EPC con diferentes factores de riesgo y tratamiento
en los pacientes.

e Correlacién con pacientes sometidos a ICP con stent coronario.

e Correlacion con la evolucién clinica y presencia de eventos cerebro cardio
vasculares mayores (ECCVM) de los enfermos a 30 dias y 6 meses.

e Determinar variaciones relacionadas con tratamientos establecidos.
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1 SITIO DEL ESTUDIO
o Facultad de Ciencias Médicas y Bioldgicas “Dr. Ignacio Chavez”

= Laboratorio de Hemostasia y Biologia Vascular
o Hospital General de Morelia “Dr. Miguel Silva”
= Servicio de Cardiologia
e Pacientes. Se incluyeron en el estudio pacientes con diagnostico de Cardiopatia
isquémica que acudan a la consulta del Servicio de Cardiologia del Hospital General
de Morelia, del 1 de Marzo de 2013 al 31 de Diciembre de 2013.

7.2 MUESTRA
Se incluyeron en el estudio a todos los pacientes con Cardiopatia Isquémica que

acudieron a la consulta de Cardiologia y/o servicio de Hemodinamia en el periodo
comprendido entre Marzo de 2013 a Diciembre de 2013, que aceptaron participar en el
estudio y firmaron carta de consentimiento informado.
Se formd un grupo de 69 pacientes con diagnostico de cardiopatia isquémica:
e 22 pacientes con el diagnostico de Angina estable
e 24 pacientes con el diagnostico de Infarto agudo de miocardio sin elevacion del
segmento ST (IAMSEST)/ angina inestable
e 23 pacientes con el diagnostico de Infarto agudo de miocardio con elevacion del
segmento ST (IAMCEST)

7.3 GRUPO CONTROL
Se integro un grupo de individuos sanos pareados por edad y género (+ 2 afios) con

los pacientes del grupo de estudio. (19 sujetos).
Completando una muestra de 88 pacientes.
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7.4 DISENO EXPERIMENTAL
e Tipo de estudio. Estudio de cohorte y casos y controles. Prospectivo,

comparativo, Longitudinal.
e Periodo del estudio: Marzo 2013- Enero 2014

7.5 CRITERIOS DE INCLUSION
e Pacientes de entre 40 y 85 afios de edad.

o Pacientes con diagnostico de angina de esfuerzo o cardiopatia isquémica
demostrada por métodos no invasivos.

o Pacientes con diagnéstico de SCA con y sin elevacion del Segmento ST.

7.6 CRITERIOS DE EXCLUSION
e Pacientes en los que se descarte cardiopatia isquémica por angiografia coronaria o

métodos no invasivos.
e Pacientes con enfermedades inflamatorias crénicas agregadas, Fibrilacion auricular,

Insuficiencia Renal Cronica grave, Sindromes mielodisplasicos, etc.

7.7 CRITERIOS DE ELIMINACION
e Pacientes cuyas muestras bioldgicas no hayan sido procesadas/almacenadas en las

condiciones idoneas y por lo tanto no aseguren su calidad bioldgica.
e Pacientes cuyas muestras sanguineas resulten lipémicas o hemolizadas.
e Pacientes que no estén dispuestos a participar ni a firmar el consentimiento

informado.

7.8 PROCEDIMIENTOS
e El estudio se realiz6 en el Hospital General “Dr. Miguel Silva” en la consulta

externa del Servicio de Cardiologia. Los pacientes que cumplieron con los criterios
de inclusion, se les invitd a participar, después de firmar la carta de consentimiento

informado.
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o En todos los participantes se realiz6:

7.8.1 HISTORIA CLINICA
Con énfasis en el interrogatorio de factores de riesgo cardiovascular y la medicion

de presién arterial, peso, talla, indice de masa corporal, circunferencia abdominal. A partir
del interrogatorio se determindé grado de insuficiencia cardiaca y grado de angina de
acuerdo a las escalas que se muestran en las tablas 2 y 3 (Villar, 2010), asi como la
determinacion del grado de riesgo cardiovascular utilizando la escala de Framingham que
se muestra en la figura 5 (Meco, 2002).

Se realizé toma de muestra de sangre periférica mediante venopuncion de antebrazo
con sistema vacutainer de recoleccion al vacio para realizar: Biometria Hematica (Volumen
plaquetario medio), Glucosa, Urea, Creatinina, Acido urico, perfil de lipidos, PCR, en el
laboratorio del H. General “Dr. Miguel Silva”. Ademas se obtuvo suero y plasma por
centrifugacion, mismos que se congelaron para la posterior realizacion de ensayos ELISA,
y una muestra con EDTA se utilizd para la inmunofenotificacién y cuantificacién de

Células progenitoras endoteliales por citometria de flujo.
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Figura 5. Tablas para determinar el grado de riesgo cardiovascular utilizando la escala de

Framingham.
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7.8.2 INMUNOFENOTIFICACION Y CUANTIFICACION DE CPE POR
CITOMETRIA DE FLUJO
La citometria de flujo es una técnica de andlisis celular que implica medir las

caracteristicas de dispersion de luz y fluorescencia que poseen las células conforme se las
hace pasar a través de un rayo de luz.

- Se realiz6 cuantificacion de células progenitoras endotelilaes utilizando el
citémetro de flujo FacsCalibur de la marca Becton Dickinson del laboratorio del HGR No.
1 del IMSS. Se tefieron 1,000,000 células de sangre periférica con los anticuerpos
monoclonales especificos CD45, CD34 y KDR durante 30 minutos a en frio , se lavaron 2
veces con PBS, centrifugandose posteriormente a 1500 rpm durante 5 minutos, se lisaron
los eritrocitos con cloruro de amonio incubandolos a 4 °C por 30 minutos, posteriormente
se lavaron 2 veces con PBS y nuevamente se centrifugaron a 1500rpm durante 5 minutos, el
botén celular se resuspendié en 1 mL de PBS al 1% de formaldehido. Se cuantificaron
750,000 eventos en el citémetro de flujo y se determiné el porcentaje de células positivas
con el software Cell Quest Pro.

Figura 6. Procedimiento para inmunofenotificacion de células progenitoras endoteliales:

Incubar 10 min

300 uL de sangre venosa
con EDTA + 100uL de
suero fetal bovino.

1ml de PBS+ASB

Centrifugar 5 min a
1500 rpm

4 ulL Anticuerpo CD45
4 ulL Anticuerpo CD34
7 uL Anticuerpo KDR

N/

Incubar 30 min

4.5 ml de solucidn de
lisis

Incubar 30 ml

Centrifugar a 1500 rpm

3 lavados con solucién
PBS+ASB

\/

Agregar 1 ml de soluciéon
PBS

100 uL de formaldehido
al 1%

Cuantificacién por
citometria de flujo.
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Figura 7. Cuantificacion de CPE en citometro de flujo.
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Figura 8. Analisis citométrico para la cuantificacion de CPE.
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7.8.3 ENSAYO ELISA

El método ELISA (Enzyme Linked Inmuno absorbent Assay) directo tipo
“Sandwich” que se basa en la deteccion de antigenos inmovilizados sobre una fase sélida,
mediante anticuerpos, que posteriormente al agregar a la reaccion un segundo anticuerpo,
gue se une a un sustrato producen una reaccién colorimétrica cuyo producto se mide por
espectrofotometria. Mediante este método se determinaron PAI-1, FvW, sCD40L, P-
Selectina y adiponectina.

-Se congelaron las muestras de suero y plasma sanguineo a -70°C para evitar
variacion interanalitica y posteriormente determinar por técnica de ELISA las
concentraciones de: PAI-1, FYW, L-CD40, Adiponectina y P-selectina; en el laboratorio de
Hemostasia y Biologia Vascular de la division de posgrado de la facultad de Ciencias

Meédicas y Biologicas “Dr. Ignacio Chavez”.

rrELlSA"SANDWICH” §
DIRECTO

ok Sustrato
Anticuerpo  Muestra on(jxcg) S (sf,‘;',‘:,'+,

INCUBARY LAVAR

Figura 9. Ensayo ELISA tipo Sandwich.
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Ensayo ELISA de sCD40L

Afiadir 100ul de
diluyente de muestra +

Hacer 5 filas de

Afiadir 100uL de

100 ul de SCDAOL diluciones estandar —> dlluyent.e de muestra en
desde 10- 0.16 ng/mL pocillos blancos
estandar
\2
Afadir 80 uL de diluyete
de muestra a todos los Afiadir 20 uL de cada S
pocillos deignados para muestra Preparar HRP conugado
muestra
\2
Afiadir 100uL de HRP . Transferir 150uL de
N Lavar pocillos con 300 uL S
diluido incluyendo - —>1 muestrade reacciéna
- de solucién de lavado - )
pocillos blancos micropocillos
\
Cubrir e incubara T°
ambiente durante 2 hrs . .

. Descubrir y vaciar los Lavar 3 veces con
en apararato rotatorio a ocillos —> tampon de lavado
100 rpm o incubar a 4°C p P

duante la noche
\2
Incubar a t* ambiente Anafiidr 100 ul de
Pipetear 100 uL de or 15 minutos en rotor solucién de parada
solucidén de sustrato en P —> cuando el standar mas

todos los pocillos

2100 rpm, no exponer
alaluz

alto presente un color
azul oscuro

\Z

Leer absorbancia en
lector de ELISA.

Figura 10. Técnica de ELISA para determinacion de sCD40L
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Ensayo ELISA de PAI-1

Diluir muestra coon
diluyente buffer 1:2 (Se
puede diluir en pocillo:
50ul de diluyente + 50ul

de muestra)

Afiadir 100 ul de sol.
estandar buffer para
pocillos estandar cero

Afadir muestras en
pocillos (100 ul)

\Z

Cubrir placa e incubar 2
hrs a temperatura
ambiente

Aspirar o decantar
solucién

Lavar 4 veces

/

Afiadir 100ul de biotina
conjugada (excepto
tubo blanco)

Cubrir placa e incbar 2
hrs

Aspirar o decantar
solucion

v

Lavar 4 veces

Afadir 100 ul de
estreptovidina-HRP

Cubrir placa e incubar
30 minutosa T°
ambiente

N

Aspirar o decantar
solucién

Lavar 4 veces

Afiadir 100 ul de
cromogeno estabilizado

N

Incubar 30 minutos a T°
ambientey en la
obscuridad

Afiadir 100 ul de
solucién de parada

Leer absorbancia a 450
nm en lector de ELISA

Figura 11. Técnica de ELISA para determinacion de PAI-1

42




ESTUDIO DE CELULAS PROGENITORAS ENDOTELIALES Y BIOMARCADORES DE ACTIVACION PLAQUETARIA'Y
DANO ENDOTELIAL EN PACIENTES CON ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR ISQUEMICA.

Ensayo ELISA de FVW

Afadir 100 ul de muestra
diluida en pocillos

Cubrir e incubar por 1 hr
a T° ambiente

Lavar 4 veces con sol. de
lavado (250 ul)

N

Afiadir 20 ul de deteccién
de anticuerposa 2 ml de
diluyente de deteccion
de anticuerpos

Afadir 100 ul de sol. de
deteccion de anticuerpo
a ccada pocillo

Cubrir e incubar por 1 hr
a T° ambiente

N

Lavar 4 veces con sol. de
lavado

Afadir 100 ul de sustrato
a cada pocillo

Cubrir e incubar por 20
min

v

Detener reaccién
afiadiendo 50 ul de ac.
sulfuricoa 0.5

tocar suavemente la
placa para mezclar

Leer absorbancia en
lector de ELISA a 450 nm.

Figura 12. Técnica de ELISA para determinacion de FvW
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Ensayo ELISA de P-Selectina

Lavar pocillos 3 veces

Afadir 100 ul de

Afiadir 90 ul de

con 300 ul de tampon tampoon de ensayo en |—>| tampon de ensayo a
de lavado pocillos estandar los pocillos de muestra
Vv
I . Anadir 50 ul de
Afadir 10 ul de cgda Preparar conjugado >| conjugado HRP diluido
muestra a los pocillos HRP .
a todos los pocillos
Vv
Incubar a T® ambiente Vaciar pocillos v lavar 3 Pipetear 100 ul de
durante 2 hren P ¥ —>| sustrato TMB en todos
veces .
rotador a 100 rpm los pocillos
Vv
Incubar a T° ambiente
por 15 minutos en Pipetear 100 ul de sol. : Leer absorbancia en

rotora 100 rpm (en la
oscuridad)

de parada

lector de ELISA

Figura 13. Técnica de ELISA para determinacién de P-Selectina
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Ensayo ELISA de Adiponectina

Afadir 100 ul de
estandares #0 a #7

Afadir 100 ul de
muestra pretratada
en pocillos

Incubar a 37°C
durante 1 hr

v

Eliminar soluciodn
y lavar 3 veces con

Afadir 100 ul de

Incubar a 37°C por

250 ul de sol. de antlcuerp_o 1hr
secundario
lavado
|
v

Eliminar sol. y lavar
3 veces con 250 ul
de sol. de lavado.

Afadir 100 ul de
detector

Incubar a 37°C por
1hr

v

Eliminar sol. y lavar
5 veces con 250 ul
de sol. de lavado

Afadir 100 ul de sol
de sustrato

Incubara T°
ambiente y en la
oscuridad por 20

minutos

v

Aiadir 100 ul de
sol. de parada

Leer absorbancia a
450 nm en lector
de ELISA

Figura 14. Técnica de ELISA para determinacién de Adiponectina.
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7.9 ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizd estadistica descriptiva utilizando medidas de tendencia central (media) y
de dispersion (varianza y desviacién estandar).

Para comparacion de las concentraciones de los biomarcadores se realizara prueba
de Kolmogorov Smirnov para determinar si la distribucion en las variables se ajusta 0 no a
una distribucién esperada.

En caso de distribucion normal de las concentraciones de biomarcadores y CPE
entre casos y controles se realizo la prueba t de Student y en todos los demas la U de Mann-
Whitney.

Para variables dicotémicas se utilizara la prueba chi cuadrada o la prueba exacta de
Fisher. Para valorar la correlacion entre dos variables se utilizara la prueba de correlacion
de Pearson, graficando con valores ordinales.

La comparacion entre los cuatro grupos para variables de distribucion paramétrica
se realiz6 con ANOVA, en las variables en las cuales se encontrd significancia estadistica
se realiz6 prueba post hoc tipo Tukey para las diferencias intrergrupo.

Se considerard significativo un valor de p < 0.05. En caso de la prueba t para
grupos independientes se tomard en cuenta la significancia asumiendo desigualdad en

varianza y el valor de p de dos colas.
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7.10 CONSIDERACIONES ETICAS

Este proyecto de investigacion se apeg6 a la normatividad vigente por la Secretaria
de Salud para los estudios en humanos.
Se realiz6 carta de consentimiento informado (Anexo 1) en la cual se aclaraba la naturaleza
del estudio, las pruebas que se les realizaria, su caracter voluntario y gratuito, la ausencia de
riesgos para su salud, los beneficios esperados y los investigadores responsables; la cual se
presentd y ley6 a cada uno de los participantes, que en caso de aceptar participar en el
proyecto, procedieron a firmar.
A los pacientes que en alguna de las pruebas se detecté como anormal se les informo y
orientd con asesoria médica, sobre todo a los controles sanos.
El proyecto cont6 con la aprobacion del comité de ética del Hospital General “Dr. Miguel

Silva”.
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8. RESULTADOS:

Se incluyeron en el estudio un total de 88 pacientes, 69 con diagndstico de
cardiopatia isquémica distribuidos de la siguiente manera: 22 pacientes incluidos en el
grupo de angina estable, 24 en el de IAMSEST y 23 en el de IAMCEST ademas de 19

sujetos sanos (Gréfica 1), en la tabla 4 se muestra la distribucién por edad y género.

|88|

l ardiopatia ' <irupo Contro‘
Isquémica
— n=19

'A. Estable:
22

] IAMSEST:
24

IAMCEST:
23 Gréfica 1. Grupos de estudio

Tabla 4. Distribucién de edad y género en los grupos de estudio.

GENERO*GRUPO
GRUPO Total
SANO ANGINA IAMCEST | IAMSEST
ESTABLE

SEXO MASCULINO 52.6 %(10) 59% (13) 87% (20) 79.2% 70.5%
(19) (62)
FEMENINO 47.4% (9) 41% (9) 13% (3) 20.8% 29.5%
(5) (26)
Total 21.5% (19) 25% (22) 26.2% 27.3% 100%
(23) (24) (88)

Edad (X/DE) 58.1+10.8 68.4 +10.6 589+ 64.4 +10

11.9
GC AE IAMCEST IAMSEST

=M uM aM =M
mF mF uF uF

Grafica 2. Distribucion de género en cada grupo de estudio.
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Observando que en el género masculino se presenta con mayor frecuencia cualquier
subtipo de cardiopatia isquémica, sin embargo se observé una tendencia del genero
femenino a padecer Angina estable a comparacion de los IAM (con y sin elevacion del
segmento ST) (Xi 2 p=0.043)

De los 88 pacientes incluidos en el estudio, 69 cuentan con el diagndstico de
cardiopatia isquémica y 19 pertenecen al grupo control de sujetos sanos, se observaron
diferencias significativas en las cifras de FC (p=0.044), TAS (p=0.000), TAD (p=0.006),
IMC (p=0.000), Circunferencia de cintura (p=0.000) (Tabla 5), HDL (p=0.004),
Triglicéridos (p=0.002), Glucosa (p=0.000), Creatinina (p=0.003), Urea (p=0.006) y acido
Urico (p=0.002) (Tabla 6), donde los pacientes con cardiopatia isquémica presentaron
niveles mas altos de todos los parametros, excepto en los niveles de HDL, donde
presentaron niveles mas bajos que los sujetos sanos, cifras que se reflejaron directamente en
el grado de Riesgo Cardiovascular de Framingham que presentaba cada paciente,
encontrandose que del 100% de los sujetos incluidos, a el 4.5% de los controles sanos se les
calculé un RCV leve, al 10.2% un RCV bajo y a un 6.8% un RCV moderado; en cuanto a
los pacientes con AE 1.1% presenté un RCV leve, el 1.1% un RCV bajo, el 13.6% un RCV
moderado y el 6.8% un RCV alto y el 2.3% RCV muy algo; en los pacientes con
IAMCEST el 3.4% presentaron un RCV leve, el 13.6% RCV moderado, 6.8% RCV alto y
el 2.3% RCV muy alto; en los pacientes con IAMSEST el 3.4% presentaron RCV leve, el
1.1% RCV bajo, el 5.7% RCV moderado, el 12.5% RCV alto y el 4.5% RCV muy alto.

Tabla 5. Medias y DE de medidas demograficas y antropométricas por grupos y significancia

estadistica :
[ ] e [ a [ »

Edad (X/DE) 58.15 63.79 £ 0.057 ("t")
10.88 11.39

FC (X/DE) 63.36 £ 68.5 +11.7 | 0.044 ("t")
8.83

TAS (X/DE) 119.15 + 1439 + 0.000 ("t")
13.6 21.75

TAD (X/DE) 72.31 + 80.21 + 0.006 ("t")
10.35 9.61

IMC (X/DE) 2455 + 27.34 0.000 ("t")
1.65 3.55

C. Cintura(X/DE) | 88 +8.2 98.92 +8.4 | 0.000 ("t")
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Tabla 6. Resultados de laboratorio y significancia estadistica entre el grupo control y los

pacientes con cardiopatia isquémica.

Colesterol total 195.31 + 177.27 £53.8 0.072 ("t")

(X/DE) 32.12

HDL (X/DE) 48 +12.78 37.7 +10.75 0.004 ("t")

LDL (X/DE) 123.3 +27.92 | 117.57 + 0.756 ("t")

143.37

Trigliceridos (X/DE) 147.63 + 209.2 +144.4 | 0.002 ("U")
120.6

PCR (X/DE) 0.105 £0.315 | 0.464 +1.10 0.093 ("U")

Glucosa (X/DE) 91.89 +6.45 142.4 +74.86 | 0.000 ("t")

Creatinina (X/DE) 0.8032 + 1.00 +0.437 0.003 ("t")
0.154

Urea (X/DE) 29.7 £7.94 37.05 +14.76 0.006 ("t")

Ac. Urico (X/DE) 5.189 +1.15 | 6.25 +157 0.002 ("t")

Plaquetas (X/DE) 247.05 + 243.31 +57.82 | 0.863 ("t")
88.15

VPM (X/DE) 8.23 +1.05 8.06 +1.14 0.537 ("t")

No se encontraron diferencias significativas en los niveles de colesterol total, LDL,

PCR, plaquetas y VPM (Tabla 6).

Del total de pacientes con diagndstico de cardiopatia isquémica, el 100% se

encuentra en tratamiento con AAS, el 31.9% con clopidogrel, el 1.4% con prasugrel, el

73.9% con estatinas, 8.7% con fibratos, 58% con beta-bloqueadores, 37.7% con IECAs y

26% con ARAII, entre otros medicamentos. De los cuales al 58% se le realizd6 ACTP (al

95% de estos se le colocd stent) y al 10% se les realizd coronariografia.

Se observo que existe evidente diferencia significativa en los factores de riesgo

cardiovascular entre los sujetos sanos y los pacientes con cardiopatia isquémica al realizar

la prueba Chi cuadrada (Xi2), como se muestra en la tabla 7.
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Tabla 7. Factores de riesgo cardiovascular.

Tabaquismo 71% 0% 0.000
Sedentarismo 66.7% 0% 0.000
Obesidad 24.6% 0% 0.000
Sobrepeso 49.2% 21% 0.005
DM 43.5% 0% 0.000
Dislipidemia 56.5% 0% 0.000
HAS 89.9% 0% 0.000

En relacidn a la cuantificacioén de biomarcadores, se encontré Gnicamente diferencia
significativa entre los sujetos sanos y los pacientes con cardiopatia isquémica en los niveles
P-Selectina, observandose niveles méas altos en los pacientes con cardiopatia isquémica, y

una diferencia proxima a la significancia en los niveles de sSCD40L. (Tabla 8).

Tabla 8. Cantidad de CPE y los niveles de los biomarcadores.

CPE (X/DE) 0.025+0.0122 | 0.0228+0.0141 | 0.355 ("t")
CD34 (X/DE) 0.0450 + 0.0221 | 0.0521+0.0716 | 0.477 ("t")
PAI-1 (X/DE) 1819.05+ 1088.36 | 1764.47+909.49 | 0.843 ("t")
sCDA40I (X/DE) 0.605 £0.4089 | 0.926+ 0.7465 | 0.070 ("U")
ADIPONECTINA 10294.73+ 5109 9967.64+ 0.394 ("U")
(X/DE) 6979.08

FVW (X/DE) 113.78+25.24 | 116.79+28.02 | 0.657 ("t")
P-SELECTINA (X/DE) 88.15 + 28.66 129.0+64.66 | 0.000 ("t")
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CELULAS PROGENITORAS ENDOTELIALES

PRUEBAS DE NORMALIDAD
Al realizar la prueba de normalidad de Kolmogorov- Smirnov (tabla 9) se puede
observar que la cantidad de CPE en relacion al grupo presenta una distribucion normal (sig

> 0.05), por lo que posteriormente se realiz6 una prueba ANOVA (Tabla 11).

Tabla 9. Prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov CPE.

Kolmogorov-Smirnov?
GRUPO Estadistico gl Sig.
CPE SANO 163 19 .196
ANGINA .
ESTABLE 131 22 .200
IAMCEST 127 23 .200°
IAMSEST 149 24 178

CPE EN RELACION AL GRUPO

Tabla 10. Estadistica descriptiva CPE de acuerdo al grupo de estudio.

Desviacion
N Minimo Maximo Media estandar
SANOS 19 0117 .0583 .025963 .0122575
AE 22 .0030 .0280 .013527 .0082602
IAMCEST 23 .0023 .0614 .026309 .0145923
IAMSEST 24 .0071 .0584 .028167 .0142287
0300
Se observa que los pacientes con
Angina estable presentan menor .
. . o
cantidad de CPE que los sujetos &
sanos, encontrando diferencias E
significativas entre estos dos grupos. "
- snho MJGIN,QEST.GELE IMI_!EST I-!I.{'I‘;EST

. GRUPO .
Grafica 3. CPE en grupos de estudio
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ANOVA
CPE EN RELACION AL GRUPO

Al realizar el analisis de varianza, se encuentra diferencias significativas entre los
grupos (Grupo control, Angina estable, IAMCEST, IAMSEST) en relacion a la cantidad de
Células progenitoras endoteliales (p=.001).

Tabla 11. ANOVA de cantidad de CPE en relacidon al grupo de estudio.

Suma de | Media = Si
cuadrados 9 cuadratica 9-
Entre grupos 0.003 3 0.001 6.247 .001*
CPE2 Dentro de 0.013 84 0
grupos
Total 0.016 87

En el anélisis de varianza intragrupo, aplicando la prueba post hoc (Tukey), se observa que
existen diferencias significativas en la cantidad de CPE entre los grupos de angina estable y el
grupo de controles sanos (p=0.012), el grupo de angina estable e IAMSEST (p=0.001) y el grupo de
angina estable e IAMCEST (p=0.006).

Se encontr6 menor cantidad de CPE en los pacientes con angina estable en comparacién
con los otros grupos.

0300+

0250+

Media de CPE2

0150

000

. ; s Grafica 4. Cantidad de CPE en
SAND ANGINA ESTABLE LAMCEST AMSEST ., .
GRUPO relacion a los grupos de estudio.
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CELULAS CD34 +

PRUEBA DE NORMALIDAD
Al realizar la prueba de normalidad de Kolmogorov- Smirnov se puede observar

que la cantidad de Células CD34+ en los grupos de estudio no presentan una distribucién

normal (Sig.< 0.05).

Tabla 12. Prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov células CD34.

Kolmogorov-Smirnov?
GRUPO Estadistico gl Sig.
CD34  SANO 120 19 .200°
ANGINA ESTABLE 179 22 .066
IAMCEST .352 23 .000
IAMSEST .209 24 .008

Células CD34+ EN RELACION AL GRUPO

Tabla 13. Estadistica descriptiva cantidad de Células CD34 de acuerdo al grupo de estudio.

Kruskal-
Desviacion P (“U") Wallis
N Minimo Maximo Media | Mediana estandar (Sig.)
SANOS 19 0.0157 0.1022 0.0450 0.0400 0.0221 0.344
AE 22 0.0090 0.0823 0.0348 0.0282 0.0188 0.129
IAMCEST 23 0.0014 0.5840 0.0680 0.0450 0.1161 0.990
IAMSEST 24 0.0099 0.1748 0.0529 0.0411 0.0374 0.732

Existe una tendencia a que los
pacientes con angina estable
presentan niveles menores de
células CD34+, sin embargo, no
existen  diferencias  estadisticas
significativas entre los grupos.

5000+

5000

CD34

30007

2000

10007

75
Q

.

T T T
SAHO ANGINA ESTABLE IBMCEST

Grafica 5. Células CD3#dren grupos de estudio

T
|AMSEST
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PAI-1

PRUEBA DE NORMALIDAD
Al realizar la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov se puede observar que

los niveles de PAI-1 en relacién al grupo no presenta una distribucion normal (Tabla 14).

Tabla 14. Prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov de niveles PAI-1.

Kolmogorov-Smirnov?
GRUPO Estadistico gl Sig.
PAI-1  SANO .201 19 .043
ANGINA ESTABLE .106 22 200"
IAMCEST 101 23 200"
IAMSEST 128 24 .200°

PAI-1 EN RELACION AL GRUPO

Tabla 15. Estadistica descriptiva y significancia estadistica de niveles de PAI-1
Kruskal-
Desviacién P (“U”) Wallis
N Minimo Maximo Media | Mediana | estandar (Sig.)
SANOS 19 683.2 4465 1819 1581 1088.5 0.113
AE 22 25.1 2901 1360.8 1312 817.4 0.296
IAMCEST 23 390.4 4195 1885.8 1859 951.3 0.587
IAMSEST 24 756.8 3700 201g8| 1818 855.6 0.240
Se observa una tendencia a que los ] ;
R
niveles de PAI -1 son menores en . o o
pacientes con angina estable y
mayores en los pacientes que R0 T
sufrieron un IAM, sin embargo, no &
2000.0
existen  diferencias  estadisticas
significativas entre los sujetos sanos y 100301
cada uno de los grupos de estudio.
. L
Sﬁ’hD ANGINA ‘ESTABLE IA‘.-VCIEST I&Mlﬁﬂ

GRUPO
Grafica 6. Niveles de PAI-1 en grupos de estudio
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sCD40L

PRUEBA DE NORMALIDAD
Al realizar la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov se puede observar que

los niveles de sC40L en relacion al grupo no presenta una distribuciéon normal (Tabla 16).

Tabla 16. Prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov de niveles de sCD40L.

Kolmogorov-Smirnov?
GRUPO Estadistico gl Sig.
SCD40L  SANO .295 19 .000
ANGINA ESTABLE 175 22 .077
IAMCEST 231 23 .003
IAMSEST .186 24 .032

sCD40L EN RELACION AL GRUPO

Tabla 17. Estadistica descriptiva y significancia estadistica de niveles de sCD40L.

Kruskal-
Desviacion P (“U”) Wallis
N Minimo Maximo Media | Mediana estandar (Sig.)
SANOS 19 0.1 1.6 0.605 0.500 0.4089 0.111
AE 22 0.1 2.8 0.782 0.750 0.6681 0.590
IAMCEST 23 0.0 3.7 1.0 0.600 0.963 0.182
IAMSEST 24 0.2 2.6 0.988 0.850 0.572 0.010*
404
57
*SB
[+
3.04 Z
Existe diferencia  significativa ° o7
entre el grupo control y el grupo de §
lliy
IAMSEST, ya que se observa & -
niveles mayores de sCD40L en los x°
o
pacientes que sufrieron un "
IAMSEST. %I
i
SAINO ANGINA ‘EST.&BLE IAM'EEST muésr

. . GRUPO .
Grafica 7. Niveles de sCD40L en grupos de estudio
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ADIPONECTINA

PRUEBA DE NORMALIDAD

Al realizar la prueba de normalidad de Kolmogorov- Smirnov se puede observar

que los niveles de Adiponectina en relacién al grupo no presenta una distribucién normal.

Tabla 18. Prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov de los niveles de adioponectina.

Kolmogorov-Smirnov?
GRUPO Estadistico gl Sig.
ADIPONECTINA  SANO .264 19 .001
ANGINA ESTABLE .206 21 .020
IAMCEST 191 23 .029
IAMSEST .120 24 .200°

ADIPONECTINA EN RELACION AL GRUPO

Tabla 19. Estadistica descriptiva y significancia estadistica de niveles de adiponectina.

Kruskal-
Desviacion | P (“U”) Wallis
N Minimo Maximo Media | Mediana | estandar (Sig,)
SANOS 19 4400 28400| 10294.7| 10200 5109.6 0.012*
AE 22 3600 50600 | 13828.5| 12000 9740.07 0.147
IAMCEST 23 2600 20200 8539.1 6200 5376.8| 0.075
IAMSEST 24 1000 15200| 7958.1| 7700 34459| 0.106

Se observa una tendencia a que los
pacientes con IAM con vy si
elevacion del segmento ST
presentan niveles menores de
adiponectina, y los pacientes con
AE niveles mayores, sin embargo,
no se observa una diferencia

estadistica significativa.
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Grafica 8. Niveles de Adiponectina en grupos de estudio
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que los niveles de FvW en relacién al grupo presenta una distribucién normal.

FvW

PRUEBA DE NORMALIDAD
Al realizar la prueba de normalidad de Kolmogorov- Smirnov se puede observar

Tabla 20. Prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov de niveles de FvW.

Kolmogorov-Smirnov?®
GRUPO Estadistico gl Sig.
FVW SANO 173 19 .136
ANGINA ESTABLE .075 22 200"
IAMCEST .092 23 200"
IAMSEST 122 24 200"

FvW EN RELACION AL GRUPO

Tabla 21. Estadistica descriptiva y significancia estadistica de niveles de FYW.

Medi Desviacion A'\éQVA
N Minimo Maximo Media ediana estandar (Sig))
SANOS 19 64 157 113.7 107 25.2 0.693
AE 22 89 143 115.3 115 14.9
IAMCEST 23 58 163 121.9 123 26
IAMSEST 24 51 174 113.1 121 37.7
, ) 12004
De acuerdo a la estadistica
descriptiva se observa que los 1935
pacientes  con IAMCEST il
presenta niveles mayores de %
. . ® 00+
FvW, sin embargo, no existen =
diferencias significativas entre a0
el grupo control y los grupos de
2004
estudio
= SANO ANGINA ESTABLE JatCEST JAMSEST
GRUPO

Grafica 9. Niveles de FvW en grupos de estudio
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P-SELECTINA

PRUEBA DE NORMALIDAD
Al realizar la prueba de normalidad de Kolmogorov- Smirnov se puede observar

que los niveles de P-Selectina en relacion al grupo no presenta una distribucién normal.

Tabla 22. Prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov de niveles de P-Selectina.

Kolmogorov-Smirnov?
GRUPO Estadistico gl Sig.
P-Selectina SANO .163 19 .200
ANGINA ESTABLE .249 20 .002
IAMCEST 134 23 .200°
IAMSEST .164 24 .096

P-SELECTINA EN RELACION AL GRUPO

Tabla 23. Estadistica descriptiva y significancia estadistica de niveles de P-Selectina.

Kruskal-
Desviacién Wallis
N Minimo Maximo Media | Mediana estandar P( “U”) | (Sig.)
SANOS 19 55 158 88.1 89 28.6 0.012*
AE 22 51 282 119 103 62.3| 0.061
IAMCEST 23 61 203 129 119 52.6| 0.004*
IAMSEST 24 47 415 137.5 117 77.3| 0.005*
500.004
*66
Se observan niveles mayores de 00
P- Selectina en los pacientes
2 300,00 M 055
con IAMCEST 'y con g n
o
IAMSEST, encontrandose o —
diferencias significativas entre o
estos grupos y el grupo control. 1000 %
oo
SMYNO ﬂNGaM‘ESTﬂB_E InMéEST Inl.iSIEST

GRUPO
Grafica 10. Niveles de P- selectina en grupos de estudio
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CPE Y BIOMARCADORES EN RELACION AL GENERO

Tabla 24. Estadistica descriptiva y significancia estadistica de biomarcadores en relacion al

género.
Desviacion
N Media estandar Minimo Méaximo p

CPE2 MASCULINO 62 025190 | .0138887 .0023 0614 0.083 *
FEMENINO 26 019623 | .0128859 .0030 .0487

CD34 MASCULINO 62 054818 | .0746943 .0014 .5840 0.448%*
FEMENINO 26 040712 | 0242602 .0090 1022

PAI-1 MASCULINO 62| 1763.958| 900.0731 122.0 4465.0 0.905**
FEMENINO 26| 1805592 | 1061.4137 25.1 4195.0

SCD40L MASCULINO 62 787 6502 0.0 37 0127+
FEMENINO 26 1.023 7906 1 35

ADIPONECTINA MASCULINO 61| 8675.410| 4398.3579 1000.0 20200.0 0.005**
FEMENINO 26| 13238.462| 9369.4003 3200.0 50600.0

Fvw MASCULINO 62 118.097 27.1551 58.0 174.0 0.304 *
FEMENINO 26 111.500 27.7406 51.0 157.0

P-Selectina MASCULINO 61| 123.1803| 64.02487 51.00 415.00 0.540**
FEMENINO 25| 112.4400| 53.07705 47.00 282.00

*ANOVA, ** Kruskall-Wallis.

Donde se observa que existen niveles
mayores de adiponectina en el género
femenino que en masculino (p=0.005).

En

diferencias significativas en relacion al

los demdas biomarcadores no existen

género, sin embargo existe la tendencia de

gue las mujeres presentan niveles mayores

Media de ADIPONECTINA

de CD40L y PAI-1 que los hombres, y que
los hombres presentan niveles mayores de
FvW, P-Selectina, CPE y Células CD34+

que las mujeres.
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Grafica 11. Adiponectina en relacion al género
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CPE Y BIOMARCADORES EN RELACION AL GRUPO ETARIO

También se encontraron diferencias significativas en la cantidad de CPE y niveles

de biomarcadores en relacion al grupo etario, los cuales se dividieron por cuartiles ( de 40-
53 afios, 54-62 afios, 63-71 afios y 72-84 afios de edad).

Tabla 25. Estadistica descriptiva y ANOVA de cantidad de CPE y niveles de biomarcadores en relacion

al grupo etario.

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F P
CPE2 Entre grupos .002 3 .001 3.017 .034*
Dentro de grupos .015 84 .000
Total .016 87
CD34 Entre grupos .022 3 .007 1.836 147
Dentro de grupos .337 84 .004
Total .359 87
PAI-1 Entre grupos 9736294.878 3 3245431.626 4.016 .010*
Dentro de grupos 67878459.515 84 808076.899
Total 77614754.393 87
SCD40L Entre grupos 1.440 3 480 .984 404
Dentro de grupos 40.995 84 .488
Total 42.436 87
ADIPONECTINA  Entre grupos 432372775.787 3| 144124258.596 3.622 .016*
Dentro de grupos 3302574350.64 83| 39700052417
9
Total 3734947126.43
86
7
FVW Entre grupos 4622.262 3 1540.754 2.143 .101
Dentro de grupos 60394.818 84 718.986
Total 65017.080 87
P-Selectina Entre grupos 10406.010 3 3468.670 .932 429
Dentro de grupos 305202.699 82 3721.984
Total 315608.709 85

Se observo diferencias significativas en la cantidad de células progenitoras endoteliales

(p=0.034), PAI-1 (p=0.010) y adiponectina (p=0.016) en relacion al grupo etario.
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CPE Y BIOMARCADORES EN RELACION AL GRUPO ETARIO

En el andlisis de varianza intragrupo, aplicando la prueba post hoc (Tukey), se observa que
existen diferencias significativas en la cantidad de CPE entre los pacientes de 40 a 53 afios y los de
72 a 84 afios (p=0.025).

Encontrando menor cantidad de CPE en los pacientes de 72 a 84 afios de edad, obsevandose
ademas la tendencia de que la cantidad de CPE disminuye con forme va aumentando la edad.

02754

a de CPE2
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Sﬂ:&! ELIFl
GRUPO ETARIO

Grafica 12. Cantidad de CPE en
relacién al grupo etario.

En cuanto a los niveles de PAI-1 se encuentra diferencia significativa entre los pacientes

de 40 a 53 afios y los de 72 a 84 afios (p=0.006). Encontrando niveles mas altos de PAI-1 en los

pacientes de 40 a 53 afios y niveles mas bajos en los pacientes de 74 a 84 afios.
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Grafica 13. Niveles de PAI-1 en
relacién al grupo etario.
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Existiendo ademas diferencias significativas en los niveles de Adiponectina entre los

pacientes de 40 a 53 afios y los de 72 a 84 afios (p=0.008). Encontrando niveles mas bajos de

adiponectina en los pacientes de 40 a 53 afios y niveles mas altos en los pacientes de 74 a 84 afios.
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Grafica 14. Niveles de Adiponectina
en relacién al grupo etario.
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CPE Y BIOMARCADORES EN RELACION A DM

Al realizar andlisis de varianza se encontraron diferencias en la cantidad de CPE y

niveles de biomarcadores en relacion al DM (Controlada, Descontrolada y pacientes sin

DM).

Tabla 26. ANOVA de cantidad de CPE y niveles de biomarcadores en relacién a DM.

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
CPE2 Entre grupos .001 2 .001 3.781 .027*
Dentro de grupos .015 85 .000
Total .016 87
CD34 Entre grupos .008 2 .004 1.015 .367
Dentro de grupos .350 85 .004
Total .359 87
PAI-1 Entre grupos 282390.188 2 141195.094 .155 .856
Dentro de grupos 77332364.204 85 909792.520
Total 77614754.393 87
SCD40L Entre grupos .875 2 438 .895 412
Dentro de grupos 41.561 85 489
Total 42.436 87
ADIPONECTINA  Entre grupos 41850434.783 2 20925217.391 476 .623
Dentro de grupos 3693096691.65
4 84| 43965436.805
Total 3734947126.43
86
7
FVW Entre grupos 1052.137 2 526.069 .699 .500
Dentro de grupos 63964.943 85 752.529
Total 65017.080 87
P-Selectina Entre grupos 36501.169 2 18250.585 5.427 .006*
Dentro de grupos 279107.540 83 3362.741
Total 315608.709 85

Se encontré diferencias significativas

Selectina (p=0.006) en relacion a la DM.

en la cantidad de CPE (p=0.027) y P-
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CPE Y BIOMARCADORES EN RELACION CON DM

En el analisis de varianza intragrupo, aplicando la prueba post hoc (Tukey), se observa que

existen diferencias significativas en la cantidad de CPE entre los pacientes sin DM vy los pacientes

con DM descontrolada (p= 0.05). Encontrando menor cantidad de CPE en los pacientes con DM

descontrolada.
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Grafica 15. Cantidad de CPE en
relacion a DM

En cuanto a los niveles de P- selectina, se encuentra diferencia significativa entre los

pacientes sin DM y los pacientes con DM descontrolada ( p = 0.004). Encontrando niveles mas altos

de P- Selectina en los pacientes con DM descontrolada.
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Grafica 16. Niveles de P-Selectina
en relacion a DM
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ANOVA

BIOMARCADORES EN RELACION AL TIPO DE STENT IMPLANTADO EN
LOS PACIENTES

Tabla 27. ANOVA de CPE y biomarcadores en relacion al tipo de Stent

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
CPE2 Entre grupos .001 2 .000 1.960 .149
Dentro de grupos .013 66 .000
Total .014 68
CD34 Entre grupos .017 2 .009 1.716 .188
Dentro de grupos .332 66 .005
Total .349 68
PAI-1 Entre grupos 404786.549 2 202393.274 .239 .788
Dentro de grupos 55843935.284 66 846120.232
Total 56248721.833 68
SCD40L Entre grupos 1.048 2 .524 .938 .396
Dentro de grupos 36.845 66 .558
Total 37.893 68
ADIPONECTINA  Entre grupos 303018862.745 2| 151509431.373 3.327 .042*
Dentro de grupos 2960389960.78
4 65 45544460.935
Total 3263408823.52 67
9
FVW Entre grupos 1614.202 2 807.101 1.028 .363
Dentro de grupos 51796.957 66 784.802
Total 53411.159 68
P-Selectina Entre grupos 4627.771 2 2313.885 .546 .582
Dentro de grupos 271376.498 64 4240.258
Total 276004.269 66

Donde se encuentra relacion significativa entre el tipo de stent y los niveles de adiponectina.
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Tabla 28. Estadistica descriptiva, cantidad de CPE en relacion al tipo de Stent.

N Media DE Minimo Méximo
STENT
CONVENCIONAL 17 .028700 .0146063 .0085 .0614
STENT
MEDICADO 21 .021081 .0139501 .0023 .0453
SIN STENT 31 .020906 .0136251 .0030 .0584

Se observa que los pacientes a los que se
implantd un stent convencional, presentan
mayor nimero de CPE en relacién a los
pacientes a los cuales se les implant6 un Sten
medicado, sin embargo, esta es una tendencia,
ya que no presentan significancia estadistica

(p= 0.149 ANOVA).
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Grafica 17. CPE de acuerdo al tipo de Stent

ADIPONECTINA EN RELACION AL TIPO DE STENT

Tabla 29. Estadistica descriptiva, cantidad de CPE en relacidn al tipo de Stent

N Media DE Minimo Maximo
STENT
CONVENCIONAL 17 7670.588 4130.9449 3200.0 20000.0
STENT
MEDICADO 21 8466.667 4937.7458 1000.0 20200.0
SIN STENT 31 12320.000 8709.3450 3400.0 50600.0

Se observan niveles mayores de Adiponectina
en los pacientes a los que no se les implant
Stent, presentando significancia estadistica
entre estos y a los que se les implantd Stent,
encontrdndose  menores niveles en los
pacientes con Stent convencional que en los
pacientes con stent medicado (p= 0.042

ANOVA)

Media de ADIPONECTINA

130000

120000

110000

100000

80000

Tomo i

T
STENT CONVENCIONAL

T
STENT MEDRCADD

STENT

T
SH STENT

Grafica 18. Adiponectina de acuerdo al tipo de Stent
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CPE Y BIOMARCADORES EN RELACION AL GRADO DE RIESGO

CARDIOVASCULAR DE FRAMINGHAM

Tabla 30. ANOVA de niveles de CPE y biomarcadores en relaciéon al RCV de Framingham en pacientes
con Cardiopatia isquémica.

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
CPE2 Entre grupos .000 4 .000 571 .685
Dentro de grupos .013 64 .000
Total .014 68
CD34 Entre grupos .010 4 .003 .488 744
Dentro de grupos .339 64 .005
Total .349 68
PAI1 Entre grupos 1806830.323 4 451707.581 531 713
Dentro de grupos 54441891.510 64 850654.555
Total 56248721.833 68
sCD40L Entre grupos 1.733 4 433 767 .551
Dentro de grupos 36.160 64 .565
Total 37.893 68
Adiponectina  Entre grupos 1000464192.98
8 41 250116048.247 6.963 .000*
Dentro de grupos 2262944630.54
) 63 35919756.040
Total 3263408823.52 o7
9
FvwW Entre grupos 4443.355 4 1110.839 1.452 227
Dentro de grupos 48967.805 64 765.122
Total 53411.159 68
PSelectina Entre grupos 15184.921 4 3796.230 .902 468
Dentro de grupos 260819.347 62 4206.764
Total 276004.269 66

Se encontrd significancia estadistica (p=0.000) en cuanto a los niveles de

adiponectina en relacion al grado de riesgo cardiovascular de Framingham, encontrandose

niveles mas altos de adiponectina en los pacientes con menor riesgo cardiovascular y

niveles bajos en los pacientes con mayor riesgo cardiovascular.
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CPE Y BIOMARCADORES EN RELACION AL PESO
TABLA 31. ANOVA de CPE y biomarcadores en relacion al peso (Normal, sobrepeso u obesidad)

Suma de cuad. gl Media cuad. F Sig.
ADIPONECTINA Entre grupos 35590142.566 2| 17795071.283 404 .669
Dentro de grupos 3699356983.871 84| 44039964.094
Total 3734947126.437 86
CD34 Entre grupos .004 2 .002 469 627
Dentro de grupos .355 85 .004
Total .359 87
PAI-1 Entre grupos 5247866.336 2 2623933.168 3.082 .051*
Dentro de grupos 72366888.057 85 851375.154
Total 77614754.393 87
SCD40L Entre grupos .185 2 .093 .187 .830
Dentro de grupos 42.250 85 497
Total 42.436 87
FVW Entre grupos 2373.005 2 1186.503 1.610 .206
Dentro de grupos 62644.074 85 736.989
Total 65017.080 87
P-Selectina Entre grupos 9683.197 2 4841.598 1.314 274
Dentro de grupos 305925.513 83 3685.850
Total 315608.709 85
CPE2 Entre grupos .001 2 .000 2.026 .138
Dentro de grupos .016 85 .000
Total .016 87
Todos los biomarcadores se encontraron elevados en
pacientes con obesidad en comparacion a losw-
pacientes que presentaban un IMC normal. Solo se
encontré  significancia estadistica (p=0.40) en élm

ia

analisis post hoc (Tukey) en los niveles de PAI-1.
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Grafica 19. Niveles de PAI-1 en relacion al peso

HORAL

FESO

oBESDAD

69




ESTUDIO DE CELULAS PROGENITORAS ENDOTELIALES Y BIOMARCADORES DE ACTIVACION PLAQUETARIA'Y UMSNH
DANO ENDOTELIAL EN PACIENTES CON ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR ISQUEMICA.

9. DISCUSION

La enfermedad cardiovascular isquémica es la primer causa de muerte en el mundo
y la segunda en Meéxico, después de la Diabetes Mellitus, sin embargo en los adultos
mayores constituye la primer causa de mortalidad en la actualidad; La ateroesclerosis y la
aterotrombosis coronaria son el principal sustrato fisiopatoldgico de la cardiopatia
isquémica. La isquemia secundaria desencadena liberacion de factores de crecimiento que
estimulan a la médula 6sea para la liberacion de células progenitoras endoteliales. Estas
células participan en la neoangiogénesis y el rejuvenecimiento del endotelio, ademas de que
hay una estrecha interaccion entre dichas células y los factores de riesgo cardiovascular, por
lo que es de suma importancia su estudio como un nuevo marcador diagnostico vy

pronostico en esta patologia.

La disfuncion endotelial es un evento temprano en muchas enfermedades cronicas
gue en muchas ocasiones precede a el desarrollo de complicaciones cardiovasculares, la
evaluacion funcional del endotelio puede identificar el dafio endotelial y asi predecir el
riesgo cardiovascular, por tal motivo, en este estudio se cuantificaron la cantidad de CPE
asi como biomarcadores protrombéticos y de disfuncidn endotelial, en pacientes con
diferentes tipos de cardiopatia isquémica (Angina estable, IAMSEST e IAMCEST) que se
compararon con un grupo control de sujetos sanos, constituyendo asi 4 grupos de estudio,
en los que se analizé si existe alguna relacidn entre los niveles de estos biomarcadores y la

cantidad de CPE, asi como las condiciones clinicas de los pacientes.

De los 88 pacientes incluidos en el estudio, 69 cuentan con el diagndstico de
cardiopatia isquémica (22 con el diagndstico de Angina Estable, 24 con IAMSEST y 23
con IAMCEST) y 19 pertenecen al grupo control de sujetos sanos, se observaron
diferencias significativas en las cifras de FC, TAS, TAD, IMC, Circunferencia de cintura,
HDL, Triglicéridos, Glucosa, Creatinina, Urea y acido Urico entre los grupos de estudio. En
cuanto al grado de Riesgo Cardiovascular de Framingham, el grupo de IAMSEST presentd

el mayor porcentaje de pacientes con RCV alto y muy alto.
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Los niveles plasmaticos de adiponectina estan inversamente correlacionados con la
enfermedad arterial coronaria y los factores de riesgo para enfermedad arterial coronaria,
también se han correlacionado inversamente con componentes del sindrome metabélico,
por lo que protege contra la aterosclerosis y disminuye los riesgos de infarto de miocardio,
asociandose asi a efectos cardioprotectores; en este estudio se encontrd significancia
estadistica (p=0.000) en cuanto a los niveles de adiponectina en relacion al grado de riesgo
cardiovascular de Framingham, encontrando niveles mas altos de adiponectina en los
pacientes con menor riesgo cardiovascular y niveles bajos en los pacientes con mayor
riesgo cardiovascular, sin embargo, aunque también se han correlacionado de manera
directa los niveles de adiponectina circulante en plasma y nimero de CPE, en este estudio
no se encontrd correlacion entre estos dos biomarcadores. (Levoie, 2011). Ademas de que
se encontraron niveles aumentados de adiponectina en pacientes con Angina estable, en

mujeres y en pacientes a los cuales no se les implanté Stent.

La P- Selectina es una glicoproteina transmembrana expresado en las plaguetas que
activa las lineas de células endoteliales en la superficie interna de los vasos sanguineo,
considerada asi una molécula de adhesion. Debido a su papel fisioldgico en la modulacion
de las interacciones adhesivas entre células de la sangre (plaquetas y leucocitos activados) y
el endotelio durante los procesos inflamatorios o en los sitios de lesion, la molécula de
adhesion P-selectina es de gran interés; niveles elevados de P-selectina soluble en el plasma
se ha demostrado que se asocia con una serie de trastornos cardiovasculares, incluyendo la
enfermedad de la arteria coronaria, la hipertension y la fibrilacidn auricular, (Ho, 2012) en
este estudio se encontr6 diferencia significativa entre los sujetos sanos y los pacientes con
cardiopatia isquémica en los niveles P-Selectina (p=0.000), encontrandose niveles
elevados en pacientes con cardiopatia isquémica a comparacion de los sujetos sanos, debido
a que los pacientes con Cl presentan un endotelio activado, un proceso inflamatorio

(aterosclerosis) asi como lesion vascular.

Las CPE son células que se movilizan desde la médula 6sea por diferentes
mecanismos, tales como isquemia tisular, el ejercicio fisico, las citocinas y factores de

crecimiento. Una vez en el torrente sanguineo, las CPE intentan restaurar la integridad del
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endotelio dafiado, lo que contribuye a la homeostasis cardiovascular y endotelial y
contribuyen a la formacion de nuevos vasos sanguineos (vasculogénesis posnatal). La
deficiencia y reduccion de CPE son rasgos distintivos de la DM tipo 1y tipo 2. La diabetes
mellitus (DM) es un trastorno metabolico complejo caracterizado por hiperglucemia debido
a la secrecion de insulina deteriorada y / o resistencia a la insulina.

En la diabetes, glucotoxicidad surge debido a un metabolismo alterado de la
glucosa, lipidos y de las proteinas, que contribuiye a la lipotoxicidad y el estrés oxidativo.
Asi la glucotoxicidad y la lipotoxicidad son los principales responsables para el desarrollo
de la disfuncién endotelial en pacientes diabéticos, que aumenta el riesgo de enfermedades
vasculares. En la diabetes tipo 1 y tipo 2, hay una disfuncion de CPE en términos de
alteracion de la movilizacion (debido a disminucién de VEGF), proliferacion, adhesion, y
la incorporacion en estructuras vasculares, asi como un incremento en la apoptosis de las
CPE (principalmente periférica), disminucion de la actividad de MMP-9, y la liberacion de
NO; lo que podria tener un papel fisiopatoldgico en el desarrollo de las complicaciones
crénicas de la DM, ademas de que la DM se asocia tipicamente con un estado crdnico de

inflamacion subclinica, lo cual afecta negativamente a las CPE.

En este estudio la cantidad de CPE se encontrd disminuida en diabéticos
descontrolados, esto debido a que el estrés oxidativo debido a la hiperglucemia y la
inflamacion crdnica subclinica podria explicar la alteracion de la funcién de las CPE,
ademés de que se ha comprobado que esta situacion ademas induce dafio en el
microambiente de la Médula dsea, que afecta la liberacion CPE; siendo por esto, mas
frecuentes y de temprana presentacion las complicaciones vasculares en los pacientes con

DM descontrolada (microangiopatia y neuropatia). (Menegazzo, 2012).
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que existe un homing defectuoso.
(Menegazzo, 2012).

Vasa et al. fueron los primeros en relacionar el recuento de EPC circulantes con el
riesgo cardiovascular, mostrando que los pacientes con enfermedad arterial coronaria tenian
numeros mas bajos CPE circulantes que los controles de la misma edad y sugiriendo que
EPC fueron menores en los pacientes con el mayor nimero de factores de riesgo
cardiovasculares. (Donahue, 2013). La cantidad de CPE y CD34+ se encontr6 disminuida
en pacientes con Angina estable en edades avanzadas y en mujeres, esto debido a que
reduccidn de las cantidades EPC se observa en pacientes con enfermedad arterial coronaria
estable y crénica. Por el contrario, un aumento del nimero de CPE se observa a menudo en
los pacientes que presentan un sindrome coronario agudo tales como infarto agudo de
miocardio o la angina de pecho inestable, lo que sugiere la movilizacion de CPE durante los
eventos isquémicos agudos, sin embargo la disfuncién endotelial, la inflamacion crénica y
la progresion de la placa de ateroma que se presenta en la angina crénica estable y los
pacientes de edad avanzada, favorece la presencia de niveles bajos de CPE circulantes.
(Gomari, 2011).
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Las CPE se encontraron aumentadas en pacientes a los cuales se les implantd un
Stent convencional, esto debido probablemente a que el dafio endotelial causado por el
inflado del bal6én y / o implantacion de stent durante la intervencion coronaria percutanea
(PCI) da lugar a una respuesta inflamatoria local intensa, lo que resulta en la hiperplasia
neointimal, reestenosis intra-stent y trombosis del stent potencialmente aguda, lo cual
moviliza CPE al sitio de la lesion vascular para promover la curacién vascular, sin
embargo, este fenémeno no se presenta en la implantancion de Stents medicados.
(Donahue, 2013).

Los niveles de PAI-1 se encontraron disminuidos en pacientes con angina estable,

en pacientes de edad avanzada y aumentados en mujeres y en pacientes con IAMCEST.

Los niveles de sCD40L se encontraron incrementados en mujeres y en pacientes con
IAMSEST

Los niveles de FYW se encontraron incrementados en hombres y en pacientes con
IAMCEST.

Los niveles de P-Selectina se encontraron elevados en hombres y en pacientes con
IAMCEST vy en diabéticos descontrolados.
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10.CONCLUSIONES:

Existe una cantidad menor de Células progenitoras endoteliales circulantes en los
pacientes con angina estable en relacion a los controles sanos, ademas existe una menor
cantidad de CPE en pacientes de mayor edad, en el género femenino y en los pacientes con
DM, sobre todo en los pacientes con DM descontrolada, esto debido a el estado
inflamatorio cronico, al estrés oxidativo y a la disfuncién endotelial que presentan estos
pacientes, lo cual afecta tanto la movilizacion, la funcién, el homing y favorece la apoptosis
de la CPE. Se observé ademas que la cantidad de CPE se encuentra aumentado en pacientes
a los que se les implanté un STENT convencional. Sin embargo, no se observé relacion
entre la cantidad de CPE vy el riesgo cardiovascular de Framingham, ni con el tiempo de
evolucion, ni con el tratamiento médico establecido. Concluyendo que la cantidad de
células progenitoras va a depender de multiples factores como la edad, el género, la
presencia de Diabétes Mellitus (sobre todo en descontrol), observandose asi cantidades
disminuidas de CPE circulantes en pacientes con Angina Estable.

Los niveles de P- Selectina se encuentran elevados en los pacientes con cardiopatia
isquémica, sobre todo en los pacientes con IAMCEST, en el género masculino y en
pacientes con DM en descontrol, por lo que guarda relacién inversa con la cantidad de
CPE.

Los niveles de adiponectina se encuentran elevados en pacientes con Angina
estable, en el género femenino, en pacientes a los cuales no se les implant6 STENT, en
pacientes con HDL alta y con LDL baja y en los pacientes con menor riesgo cardiovascular
de Framingham, se encuentra disminuida en el IAMCEST vy en el género masculino.

Los niveles de PAI-1 se encuentra elevado en el género femenino, en los pacientes
con obesidad y disminuido a mayor edad.

Los niveles de sCD40L se encuentran elevados en pacientes con IAMSEST y en

pacientes de género femenino y en pacientes con LDL elevado.
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11. PERSPECTIVAS:

Dar seguimiento de los pacientes con cardiopatia isquémica a un plazo mayor para
poder determinar y correlacionar la cantidad de CPE con la presencia de Eventos cardio
cerebro pulmonares mayores y asi poder determinar el valor pronéstico de estas células, asi
como su correlacion con los biomarcadores cuantificados.

Que este trabajo sirva de base y ayude a la realizacion de otros estudios relacionados

posteriores.
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ANEXO I.

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
SECRETARIA DE SALUD
HOSPITAL GENERAL “DR. MIGUEL SILVA”
UNIDAD DE INVESTIGACION

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN EL PROTOCOLO DE
ESTUDIO:
Nombre del Proyecto: ESTUDIO DE CELULAS PROGENITORAS ENDOTELIALES Y
BIOMARCADORES DE ACTIVACION PLAQUETARIA Y DANO ENDOTELIAL EN PACIENTES
CON ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR ISQUEMICA.
INTRODUCCION: La siguiente informacién describe el protocolo al cual se le esta invitando para participar
de forma activa. El investigador debera responder cualquier duda que surja a partir de la lectura de ésta.
PROPOSITO DEL ESTUDIO: La presente investigacion pretende contribuir al diagnéstico temprano y a la
determinacion del prondstico de cardiopatia isquémica mediante la correlacion los niveles plasmaticos de
biomarcadores protromboéticos de dafio endotelial con el porcentaje de células progenitoras endoteliales
circulantes.
PROCEDIMIENTO: Ha sido elegido para participar en este estudio, si usted desea participar, sera asignado
al grupo de intervencion o al grupo de intervencién control, de acuerdo a los criterios de inclusién
establecidos.Se le realizaran una serie de preguntas sobre su historia clinica con énfasis en el interrogatorio de
factores de riesgo cardiovascular y la medicion de presion arterial, peso, talla, indice de masa corporal,
circunferencia abdominal. Se realizara toma de muestra de sangre periférica (del antebrazo) para realizar:
Biometria Hematica, Glucosa, Urea, Creatinina, Acido Grico, perfil de lipidos y PCR. Por técnica de ELISA
las concentraciones de: PAI-1, FvW, L-CD40, Adiponectina y P selectina y por citometria de flujo se
cuantificaran células progenitoras endoteliales y Microparticulas plaquetarias.
BENEFICIOS PARA PARTICIPANTES: Los resultados proporcionaran informacion relevante del papel
de las células progenitoras endoteliales y su correlacion con biomarcadores protrombéticos a fin de
diagnosticar tempranamente, determinar pronéstico y prevenir progresion de enfermedad cardiovascular.
CONFIDENCIALIDAD. La informacién obtenida durante el desarrollo de este estudio es absolutamente
confidencial y no puede ser utilizada con otro fin. Usted sera informado acerca de cualquier hallazgo de
importancia para su salud durante el desarrollo de este estudio.
PARTICIPACION VOLUNTARIA: Es de mi conocimiento que seré libre de retirarme de la presente
investigacion en el momento que lo desee. Ademas sé que puedo pedir informacion adicional acerca de los
riesgos y beneficios de mi participacion en este estudio. Comprendo que acepto someterme al procedimiento
indicado. Debo informar a la brevedad a los investigadores de cualquier cambio importante que ocurra en mi
salud, incluyendo el consumo de medicamentos, suspension o inicio de algin habito (p. ej. tabaquismo,
alcoholismo) o cambio de domicilio. Recibiré, si asi lo solicito una copia de los resultados de los estudios de
laboratorio que se me practiquen .Los costos del estudio los cubrirdn los fondos de la unidad de investigacion
y yo como paciente los estudios paraclinicos propios del proyecto de investigacion.

He comprendido el contenido de esta carta de consentimiento informado, mis dudas han sido
resueltas y voluntariamente acepto participar en este estudio.

Para cualquier duda o pregunta se puede comunicar a la Unidad de Investigacién dirigiéndose al Dr.
Carlos Arturo Arean Martinez, Jefe del Servicio de Cardiologia.

FIRMA DEL INVESTIGADOR Y FECHA. NOMBRE, FIRMA DEL PACIENTE Y FECHA

FIRMA DE TESTIGO Y FECHA FIRMA DE TESTIGO Y FECHA
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