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GENOMICA APLICADA EN LA ENFERMEDAD VASCULAR
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RESUMEN

Laenfermedad vascular cerebral (EVC) involucra alteraciones producidas por procesos patologicos de los vasos sanguineos.
La EVC, es la tercera causa de mortalidad en el mundo v de mavor prevalencia. La EVC induce cambios en la expresion
genética en la unidad neurovascular, ocasionando cambios inmediates v notables en el estrés oxidante v en la entrada de
calcio a las células, ocasionando la activacion de vias de sefializacion en respuesta al daiio, donde intervienen proteinas que
actian como intermediarios ¥ ocasionando la activacion de genes de expresion temprana comno proto-oncogenes v distintos
factores de transcripcion. Es importante conocer la relacion entre los cambios de la expresion genética en los distintos tipos
de células de la unidad neurovascular v la consecuencia durante el proceso de daiio v/o recuperacion cerebral. Esre
conocimiento permite diagnosticar el nivel de gravedad ¥ proponer mecanismos terapéuticos para moderar o evitar los
efectos adversos ocasionados por la EVC.
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Enfermedad vascular cerebral

La Enfermedad Vascular Cerebral (EVC) es cualquier alteracion en el cerebro producida por un proceso
patologico de los vasos sanguineos (1). El término clinico del latin “ictus™ que significa “golpe”, se aplica a todas
estas patologias, especialmente cuando los sintomas empiezan de forma sibita v aguda (2). Segin su naturaleza, la
EVC puede ser una deficiencia en la irngacion causada por trombosis o embolia (isquemias), también conocida de
forma general como enfermedad cerebrovascular 1squémica o bien. como enfermedad cerebral hemorragica, ya sea
ocasionada en el parénquima o en el mterior de los ventriculos cerebrales (hemorragia cerebral), o en el espacio
subaracnoideo (hemorragia subaracnoidea), con una proporcion en torno al 85% y 15% respectivamente (2. 3. 4).
La EVC es la tercera causa de mortalidad en el mundo (5) v en el caso de México, se colocd en este mismo lugar
recientemente (6), solo tras la enfermedad cardiaca v el cancer. Ademds, es la patologia neurolégica con mayor
prevalencia v una de las primeras causas de discapacidad a mivel mundial (7. 8).
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Isguemia cerebral

En la enfermedad cerebrovascular isquémica se produce la disminucion de la disponibilidad de glucosa v
oxigeno en el tejido cerebral. Esta puede ser en todo el 6rgano. conocida como isquemia cerebral global o en puntos
localizados conocida como isquemia cerebral focal o multifocal si existen varios puntos. En el caso de la isquemia
cerebral focal. dependiendo de la duracién del proceso 1squémico, puede surgir solo como un ataque isquémico
transitorto (2 a 15 min) o como infarto cerebral donde ya existe muerte celular v restauracién del flujo sanguineo
dentro de las pnnmeras 24h después del evento. La recuperacion de la circulacién sanguinea posterior al ataque
1squémico es denonunada reperfusion sanguinea, la cual. en algunos cases, agrava el dafio. debido a que las células
han 1miciado los mecanismos necesarios para la adaptacion ante la hipoxia v no soportan el cambio brusco del
restablecimiento de oxigeno, aumentando la formacion de especies reactivas de oxigeno v el estrés oxidante
origmado en la zona.

Con el cese del flujo sanguineo se altera el equilibrio regulado entre los componentes de la vnidad
neurovascular, v a mvel celular. se desencadenan principalmente la excitotoxicidad, el estrés oxidante, la
nflamacion. la sefializacion mtracelular v la muerte neuronal (10. 11). Todos estos eventos provocan cambios directa
e indirectamente en la expresion de genes v en la mayoria de los casos como consecuencia. en la expresion de
proteinas (12, 13).

Genética en la isquemia cerebral

La EVC induce cambios en la expresion de genes relacionados con la reparacion v recuperacion celular
(14). Bajo condiciones de 1squenua. el metabolismo energético falla v ecurre una severa reduccion en los niveles de
mRNA en el foco isquémico (12. 15). En contraparte, se activan los genes de expresion temprana que favorecen la
supervivencia neuronal como c-fos, c-jun, jun-B. jun-D. krox-20, zif268 v homer 1a (16-20), los cuales disparan la
expresion de otros genes a traves de la proteina-1 v del elemento de respuesta al AMPc principalmente, para que
posteriormente se expresen las proteinas HSP70 (Proteina de choque térmico70, por sus siglas en inglés heat shock
protein) y varias citocinas como el factor de necrosis tumoral (TNFa), nterleucina 15 (IL1B), interleucina 6 (IL6) v
el péptido quimiotactico 1 del monocito (10, 21, 22). Estas citocmas inducen la expresion de moléculas de adhesion
como la molécula de adhesion intercelular 1, molécula de adhesion al endotelio del leucocito 1 v la P-secretina en la
vasculanzacion cerebral. Ia cual 1nci1a la reaccién inflamatonia. Como consecuencia a esta reaccidn. también cambia
la expresion de genes en distintos compartimentos como la fosfodiesterasa 4D (PDE4D) que aumenta en células
mononucleares de sangre periférica (23). Las citocinas también activan la expresion de otros genes relacionados con
la inflamacién como la sintetasa de dxido nitrico inducible vy la ciclooxigenasa 2. Con respecto al éxido nitrico, éste
ha sido relacionado con los mecanismos de neuroproteccion precondicionados por la expresion de un nuevo gen
identificado como un posible factor de neurogénesis, Iduna (diosa de la proteccion v juventud eterna), denonunado
asi por los efectos protectores que ocasiona al expresarse (19).

Con la 1squemia cerebral se activan también genes relacionados con la apoptosis como p53 v bax (17). factores
proapoptoticos como los de necrosis tumoral Fas v Apo-2L. el receptor de muerte TR3. el factor nuclear kB (NFxB)
v los genes ligados a la apoptosis 2 (ALG2) v Pip92 (24, 25). En este proceso también se ha detectado la expresion
de factores antiapoptoticos como la proteina Bel. el factor de erecimiento tumoral f; (TGF- y). el factor de
crecimiento y transformacién o (TGFa), la eritropoyetina vy el factor de crecimiento asociado a la insulina. La
capacidad de una neurona de expresar uno u otro de estos factores esta relacionada con su vulnerabilidad especificaa
la isquemia v a la mmerte necrética o apoptatica (24).

Estudios de la enfermedad vascular cerebral con microarreglos

Recientemente, en diferentes modelos experimentales de 1squenua cerebral, se han realizado estudios de
expresion de genes de forma masiva con microarreglos (15, 28-31). En un estudio se usaron células de corieza
cerebral de raton cultivadas in vifro, sometidas a hipoxia durante 24 h y se analizo la expresion de 11, 200 genes, de
los cuales 1, 405 cambiaron sus mveles de expresion (12.5%), de los cuales 26 se mdujeron v 20 se dejaron de
expresar, entre los primeros se encuentran varios que codifican para proteinas involucradas en el proceso de muerte
celular, debido a la vulnerabilidad que presentan las neuronas ante la hipoxia. De otros genes en los que se vio
modificada su expresion, tienen funciones en el transporte de proteinas en el reticulo endopliasmico por el cambio
que se presenta en la sintesis de proteinas ante la 1squemia. También cambiaron genes que codifican para proteinas
involucradas en vias de ubiquitinacién; para su degradacidén o para la activacion de vias de sefializacién. Por ultimo,
se encontraron ademds cambios en la expresion de genes que codifican proteinas que se inducen bajo condiciones de
hipoxia en sistemas no neuronales, algunos involucrados en la neuroproteccion v otros al dafio del tejido 1squémico
indirectamente (32).
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También se han realizado estudios de microarreglos con distintos periodos de hipoxia e isquemia neonatal
en ratones (4, 20). En total se observaron 343 genes expresados de forma diferencial en la corteza, hipocampo,
talamo v estriado. de los cuales 283 genes aumentaron su expresion v 60 la dissunuyeron. Entre los que aumentaron
de forma significativa. fueron genes que codifican para factores de transcripcion v genes relacionados con el
metabolismo intermedianio, mientras que los que disminuyeron su expresion fueron genes que codifican para
transportadores 16nicos v vesiculares, de transnusidn sindptica v neurotransnusores. seguidos de los genes
involucrados en sefializacion celular. Cabe mencionar que los genes expresados tempranamente después del dafio
1squémico estan involucrados en la transcripeion y apoptosis, haciéndolos de principal mterés como blancos
terapéuticos en la EVC (33).

En un modelo de neuronas obtenidas de las regiones CAl v CA3 del hipocampo sometidas a estrés
oxidante, se realizé un estudio de microarreglos. Los resultados mostraron que la region CA1 exhibi6 una mayor
actividad transcripcional en respuesta al estrés oxidante, a la inflamacién, a los transportadores de metales. a la
ferroxidasa v a la actividad de sefializaci6n pre-sinaptica. Mientras que la region CA3 mostrd mayor actividad
transcripeional para los canales de potasio y calcio. Evidenciando que cada region cerebral, responde de forma
diferente bajo la nuisma condicién 1squémica v que dependiendo de su vulnerabilidad resultara o no dafiada (34).

En el afio 2007 Mitsios (35) con esta tecnologia, estudio la expresion de genes en cerebros de rata con 1h de oclusion
arterial y varios dias de reperfusion sanguinea (1h a 21 dias) y en humanos con 6h de muerte v de 2 a 37 dias de
supervivencia (reperfusion), encontrando disminucion de la expresidon de 335 genes en rata v 126 genes en humano;
393 genes coincidieron en el cambio de expresion en ambos casos. Mientras que. 184 genes cambiaron su expresion
solo en la rata, 36 solo en el humane v 41 genes disminuyeron su expresion en ambos casos, mostrandonos este
estudio un andlisis cualitativo v cuantitativo entre los modelos experimentales utilizados.

Se ha observado que los genes con cambio de expresion en el proceso isquémico estan involucrados en la
transcripeion, apoptosts, mnflamacién y en la neuroproteccion (11, 31, 36). Algunos de los mas representativos se
muestran en la tabla 1. Mitsios (31) analizd 13 reportes, en donde se aplicd la tecnologia de los microarreglos para el
estudio del ictus. Estos estudios se realizaron en el modelo de 1squemia en rata, en sangre de pacientes y en tejido
cerebral post mortem_ permitiendo una comparacidn analogica para predecir, la probabilidad de que dicho fenémeno
ocurra, en un porcentaje cercano al humano, validando también asi los modelos animales de estudio de la EVC.

Genes Tiempo de reperfusion sanguinea
Rata Humano(dias)
HSPT70? 1h-24h 2-6
Transportador de glucosa I° 4 h- 21 dias 26-37
Acuaporina 4° 3 dias 9-20
Traductor de sefial y activador de la 4 h- 3 dias 9-20
transcripcion 3°
Interleucina 10° 21 dias 2-20 y de 26-37
Matriz metaloproteinasa 14 24 h- 3 dias 2-6
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Factor beta de maduracion de la glia 21 dias 2-6
Protooncogen c-jun 1h-24h 9-20

Tabla 1. Genes que disnunuyen su expresion en la rata y en el humano. bajo distintas condiciones de isquenua cerebral y
reperfusion sanguinea. Se sefiala la funcion de algunas proteinas para las que codifican: de estrés (a), para receptores,
transportadores y canales (b). v los involucrados en respuesta inmune (c). Modificada de Mitsios. 2007 (49).

Con la tecnologia de microarreglos se han analizado alrededor de 115, 347 genes con distintos tiempos de
isquenua con y sin reperfusion sanguinea. En estos estudios se seleccionaron alrededor de 28 moléculas para ser
estudiadas de forma mas detallada, v en todos los casos se confirmo el cambio de expresion de los genes v su
localizacién con hibridacién i sifu. Con respecto a las proteinas que codificaban. se analizaron con diferentes
técnicas come, western blot, inmunohistoquimica, RT-PCER. inmunofluorescencia, northern blot, entre otras para
caracterizar v encontrar la funcidn que desempefian estas moléculas frente a distintas condiciones experimentales de
isquenua, hipoxia v reperfusion sanguinea (9, 35).

Recientemente. se analizé mediante microarreglos el cambio de la expresién genética en el cerebro anterior
v posterior de ratones, observando que los cambios en dicha expresion se intensifican después de 3h de hipoxia y
después de 1h de reoxigenacion. Los genes que aumentaron su expresion fueron los de respuesta a la hipoxia en el
cerebro posterior, ¥ estos mismos genes disminuyeron en el cerebro anterior. En el caso especifico del cerebelo 1241
transcritos fueron regulados por hipoxia. de los cuales 642 tienen por lo menos un sitio de unién al receptor nuclear
hepatico 4A (HNF4A) v 381 tienen por lo menos dos sitios de union a este musmo factor en sus promotores,
indicando que HNF4A es el principal factor de transcripcion de respuesta a la hipoxia en el cerebelo (37), ademis se
sabe que este factor regula la expresion de la eritropovetina de la cual va se ha comprobado su efecto neuroprotector
ante el dafio 1squémico (38). Las diferencias de expresién de los genes de respuesta a la hipoxia en el cerebro anterior
v posterior podrian relacionar 1a supresion de las funciones cognitivas del cerebro anterior y la activacion de las
funciones de sobrevivencia del cerebro posterior (37).

Genomica de la angiogenesis en la isquemia cerebral

La angiogénesis es un mecamsmo por el cual se generan nueves vasos sanguineos a pariir de vasos
preexistentes (36. 39). La isquemia cerebral es capaz de inducir angiogénesis dentro de la primera hora en que se
presenta. Los nuevos vasos formados proporcionaran el soporte tréfico para las nuevas neuronas generadas (40) v su
mduccion podria formar parte del tratamiento de pacientes que han sufrido un icfus (41). Por lo tanto, surge la
importancia de estudiar los genes que cambian su expresion para inducir o mnhibir la angiogénesis (36), conocer su
regulacion v los productos funcionales de estos (42, 43). La malformacion de vasos nuevos. junto con la
vulnerabilidad por el dafio 1squénuce de los preexistentes podria ocasionar una hemorragia cerebral agravando el
dafio, esto dependera directamente del tiempo que transcurra a partir del evento 1squémico v del micio del
tratamiento (39, 44).

Después de la isquemia cerebral, se activa la expresion de nmiltiples genes relacionados con la angiogénesis
(44-45). Esta activacion se ha demostrado en cerebros de raton con 1h de isquemia donde 42 genes relacionados con
la angiogénesis aumentan su expresion, de los cuales 29 mantienen elevada su expresion hasta las 24h, ademas 13
permanecen activados hasta los 21 dias tras la isquemua (44) desencadenando la formacién de nuevos vasos
sanguineos (36).

La mduccidn terapéutica de la angrogénesis de los pacientes que han sufrido un ictus podria realizarse
mediante factores de crecimiento relacionados, trataniento con células madre o farmacos de disefio especifico (27,
36, 42, 46). En cualquiera de los casos. la estimulacion de la angiogénesis puede ser el micio de una neurogénesis
eficaz (42, 47). pero a su vez se debe evitar una estimmulacidn intensa y precoz, ya que se puede generar vasos
sanguineos estructurados anormalmente favoreciendo la aparnicion o empeoramiento de un edema cerebral, asi como
hemorragias en areas va dafiadas (39, 44).

CONCLUSIONES

La respuesta del tejido ante el evento 1squémico dependera de la gravedad del dafio inmediato. del tiempo
que transcurra a partir del surgimiento de la hipoxia, del tipo celular (siendo las neuronas las células mas vulnerables
a los procesos de hipoxia/isquemma) v también dependera de los estimulos que reciba directa o indirectamente de
otras regiones cerebrales con diferente intensidad de dafio, o bien, de regiones cerebrales sanas. Todos estos factores
provocaran que se exprese solo una parte correspondiente del genoma, segin el rol que sea necesanio desempefiar
ante el fendmeno isquémico por las células, traduciéndose o no los genes a proteinas. Por otro lado, durante el ictus
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se exXpresan genes neuroprotectores para resistir el dafio 1squémico e inducir la reparacion celular, v, por otra parte, se
expresan genes que elimman estructuras celulares dafiadas o toda la célula para evitar la reaccion en cadena de
muerte celular. Actualmente se han descrito una diversidad de mecanismos moleculares desencadenados por la
hipoxia/isquenna. entre ellos la expresion genética (27), dando lugar de esta manera a la era postgenomica, donde es
importante complementar el conocimiento de los cambios de expresion genética (43) ante la EVC para podetlo
correlacionar con la protedmica funcional proponiendo futuras aproximaciones terapéuticas v mejorar los
tratamientos de esta enfermedad multifactorial.
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