UNIVERSIDAD DE LAS PALMAS
DE GRAN CANARIA

Departamento de Ciencias Médicas y Quirurgicas

TESIS DOCTORAL: INTERVENCION DE LOS
MONOCITOS Y DE SU RECEPTOR PARA LA
QUIMIOTAXIS, CCR2, EN EL DESARROLLO DE LA
ATEROSCLEROSIS CORONARIA.

PROGRAMA: AVANCES EN MEDICINA INTERNA.

AUTOR: José Maria Medina Gil

TUTORES: Efrén Martinez Quintana.

Antonio Tugores Cester.






TESIS DOCTORAL: INTERVENCION DE LOS
MONOCITOS Y DE SU RECEPTOR PARA LA
QUIMIOTAXIS, CCR2, EN EL DESARROLLO DE LA
ATEROSCLEROSIS CORONARIA.

José Maria Medina Gil. Efrén Martinez Quintana. Antonio Tugores Cester.






AUTORIZACION DIRECTORES DE TESIS.

Efrén Martinez Quintana y Antonio Tugores Cester,
CERTIFICAN:

Que la presente Tesis Doctoral: “Intervencion de los monocitos y de su
receptor para la quimiotaxis, CCR2, en el desarrollo de la aterosclerosis

coronaria”, presentada por José Maria Medina Gil, para aspirar al grado de Doctor

en Medicina, ha sido realizada bajo nuestra direccion.

En Las Palmas de Gran Canaria, a 9 de octubre de 2015.

Fdo: Dr. Efrén Martinez Quintana. Fdo: Dr. Antonio Tugores Cester.






Para mi familia, a la que cada dia quiero mas.

Para Maria, porque consigue que cada momento con ella sea especial.



10



AGRADECIMIENTOS.

Para Efrén por ayudarme en mi formaciéon como médico y por su apoyo

para desarrollar esta tesis.

Para Antonio, por abrirme el apetito investigador y por ensefiarme el valor

de procrastinar.

Para Paloma, que tanto ha trabajado en esta tesis.

Para el Dr. Saavedra y el Dr. Limifiana, por su inestimable ayuda con el

analisis estadistico.

Para Pablo, Rayco, Hector, Laura y demas compafieros de Cardiologia de

Hospital Insular, que me siguen ensefiando a ser mejor cardiologo.

Para mi maestra Vicky, porque parte de este trabajo también es suyo.

11



12



INDICE.

1IN OAUGCCION. . ..o e 15
1.1 LOS MONOCIOS. ..o 19
1.2 El receptor CCR2 y sus ligandos.........ccoiiiiiiiiii e 21

1.3 Evidencia sobre la intervencion de CCR2 en la aterosclerosis primaria..25

1.4 Evidencia sobre la intervencién de CCR2 en la hiperplasia neointimal...28

2. HIPO SIS, i 31
3. OBtV . ...ttt 32
4. Material Yy MELOTO. ... ...t 33
4.1 Recogida de datos clinicos y de laboratorio..................ccccooiiiin 33
4.2 Analisis estadistiCo..........ccooviiii 38
4.3 ANAIISIS ENELICO .. .o 39
4.4 Analisis bioinformatico. ..o 41
8. RESUIATOS. ..o 42
5.1 Descripcion de la poblacion estudiada...............ocoooiiiiiiiiiin. . 42
5.2 El tipo de evento cardiolédgico influye en la respuesta inflamatoria ...... 54

5.3 Busqueda de variantes genéticas en los genes CCR2, CCL2 y CCL7... 59
5.4 Repercusion de la SNP rs17735770de CCL7.......ccoiiiiiiiiiiiiiann.. 62
5.5 Andlisis de casos jovenes frente a controles jovenes........................ 66

5.6 Impacto de la variante rs17735770 en la estructura del mRNA

enlazona BUTR ... 71

B. DS CUSION ... 75
6.1 Descripcion de la poblacion estudiada................ccooiiiiiiiii, 75

6.2 Relacién entre la cardiopatia isquémica y la inflamacién ................... 78

6.3 Influencia de la SNP rs17735770 de CCL7 en la cardiopatia isquémica 79

T CONCIUSIONES ..o e e e e, 87

8. Bibliografia..... ..o 89



14



1. INTRODUCCION.

La aterosclerosis, con sus manifestaciones clinicas como el infarto agudo de
miocardio, el ictus y la enfermedad vascular periférica, se esta convirtiendo en una
de las causas principales de muerte en el mundo'” . En su desarrollo influyen
factores de riesgo clasicos como el tabaco, la hipertension arterial, la diabetes
mellitus, la dislipemia o los antecedentes familiares de cardiopatia isquémica
precoz. En las ultimas décadas se ha puesto de manifiesto que la inflamacién es un
proceso clave en el desarrollo de la ateromatosis interviniendo desde el inicio, la

maduracién y hasta las complicaciones de las placas ateroscleréticas (2:3:4)

El punto de vista tradicional, en el que el crecimiento de la lesion esta dirigido
por una constante division y migracién de las células musculares lisas ha sido
sustituido por modelos en los que el proceso inflamatorio juega un papel central en
la iniciacidn y progresion de la placa de ateroma® , asi como en la inestabilizacidn
de la misma, interviniendo citoquinas y proteasas producidas por las propias
células inflamatorias y que contribuyen directamente al crecimiento y rotura de las
placas. Un ejemplo de esto es el hecho de que los niveles de proteina C reactiva
en la fase aguda presentan una mayor fuerza de prediccion de eventos

cardiovasculares que los niveles elevados de LDL-c ®

(2,34

En este proceso, el
monocito juega un papel fundamental desde el inicio ) ya que sera el que se
transforme una vez dentro del endotelio en macréfago y célula espumosa

promoviendo la formacion de la placa .

Los monocitos circulan libremente por el torrente sanguineo. En respuesta a
una senal inflamatoria local (producida por mastocitos, terminaciones nerviosas,
plaquetas y globulos blancos tras a una agresion), se produce un aumento de la
adhesion de las células endoteliales a los monocitos a través de la activacién de
selectinas inicialmente y que se refuerza posteriormente por integrinas, asi como
una disminucion de la adhesion entre las células endoteliales que favorece el paso
de las células y la permeabilidad a los componentes lipidicos del plasma tal como
las lipoproteinas de baja densidad (LDL) () Una vez detenidos los monocitos en
la pared vascular, se produce el paso a la capa media guiado por un gradiente de

moléculas quimiotacticas liberadas en el lugar de la agresion 489 .
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Las quimiocinas intervienen en este proceso de diferentes formas, desde los
estadios iniciales aumentando la adhesividad de las integrinas (lo cual facilita la
detencidn del leucocito) y produciendo un gradiente de concentracion de citocinas,
denominado gradiente quimiotactico, que favorece el desplazamiento de células a
la pared del vaso, proceso denominado diapedesis. Ademas también pueden

proveer importante accion anti-apoptdtica 9 .

Una vez dentro del endotelio, el monocito se transforma en macréfago tisular
expresando receptores scavenger que se fijan a lipoproteinas modificadas (por
oxidacion o glicaciéon), lo cual da lugar a la célula espumosa, producida por la
acumulacion en el interior de su citoplasma de gotas lipidicas, y que es el origen de
la formacién de la estria grasa intimal. En la intima arterial el macréfago contribuye
a muchas funciones relacionadas con la ateroesclerosis y sus complicaciones,
entre ellas la secrecidén de citoquinas proinflamatorias que amplifican la repuesta
inflamatoria local® . La continua acumulacion e hipertrofia celular inducida por este
feed back positivo entre células resultan en un progresivo estrechamiento de la luz

arterial.

El macréfago activado es la llave también en las complicaciones trombéticas de
la ateroesclerosis puesto que contribuye tras la muerte de la célula, a veces
mediante apoptosis, a la formacién del ntcleo necrético de la placa de ateroma © |
ademas de que produce activamente proteasas como metaloproteinasas y
catepsinas que desestabilizan la placa dafando la matriz extracelular y

a ®©* " |a vulnerabilidad de la placa de ateroma

adelgazando la capsula fibros
estd determinada por un gran nucleo necrético, una capsula fibrosa fina e
infiltracién por células inflamatorias. Cuando esta capsula se rompe, se pone en
contacto a la sangre con otro producto derivado de los macréfagos, como es la
potente proteina procoagulante factor tisular, que favorece la trombosis coronaria y

la aparicion del SCA (1912
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1. Monocito 2. Arrastre y freno 3. Diapedesis del monocito a favor de un
circulante en la célula endotelial gradiente quimiotactico

Torrente saguineo

Desarrollo de la placa de ateroma en la
capa media vascular

A Selectina Integrina é Quimiocinas

Figura 1. Diapedesis del monocito en la placa de ateroma. El aumento de los niveles de
quimioquinas en sangre induce la expresiéon de moléculas que detienen a los mononocitos en la
pared vascular. Posteriormente, el monocito se desplaza a través de las células endoteliales
guiado por un gradiente quimiotactico hasta alcanzar la capa media vascular donde se diferenciara
a macroéfago y células espumosa.

Las moléculas de LDL oxidadas son también un punto clave en el proceso
ateroesclerético y necesarias en la formacién de la célula espumosa, dado que
estimulan la expresiéon por el macréfago de moléculas quimioatrayentes, como la
citocina CCL2 entre otras, promoviendo el reclutamiento de mas células monociticas

durante proceso de aterogénesis (*19) .

17



En oposicion a la aterosclerosis primaria descrita anteriormente, el dafio agudo
de la pared vascular, por ejemplo en relacién con una angioplastia, desencadena
mecanismos diferentes y significativamente mas rapidos. Estos vienen iniciados por
una erosion endotelial aguda y adhesion plaquetaria a los componentes de la matriz
extracelular, asi como la apoptosis masiva de células musculares lisas en la capa
media de la pared. La acumulacién posterior de células musculares lisas en la capa
intima para restaurar la integridad de la pared arterial consiguientemente lleva a
hiperplasia intimal y a la progresiva estenosis del vaso () En un estudio en el que
se realizé angioplastia con baldén a conejos alimentados con dieta rica en colesterol,
se mostré que la infiltracion temprana de monocitos en la intima precedia a la
acumulacién de células musculares lisas, lo cual sugiere que el reclutamiento precoz
de monocitos desencadena una respuesta inflamatoria crénica y mas sostenida
probablemente por liberacion de citoquinas y factores de crecimiento llevando a un
flujo continuo de monocitos y acumulacién de células musculares lisas durante el

crecimiento neointimal ('®

Por consiguiente, la aterosclerosis tanto en forma primaria como la secundaria a
una agresion endotelial, es una enfermedad inflamatoria promovida por la interaccion
de los leucocitos migratorios, principalmente monocitos, con las células del endotelio
vascular, las células musculares lisas y los fibroblastos. A nivel molecular, la
interaccién entre estos tipos celulares estan regulados por las citoquinas, las

moléculas de adhesion y los quimioatrayentes® 1920,
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1.1 Los monocitos.

Los monocitos son un grupo heterogéneo de glébulos blancos que se caracterizan
por ser el tipo de leucocito mas grande, poseer un nucleo de gran tamafo arrifionado,
lobulado o cerebriforme y no poseer vesiculas granulares en su interior (es un
leucocito agranulocitico al igual que los linfocitos). Se generan en la médula 6sea y
después de permanecer alrededor de 24 horas en el torrente sanguineo, lo
abandonan y atraviesan el endotelio de los capilares hacia el tejido conectivo

inflamado donde se diferencian a macrofagos.

Figura 2. Imagen de microscopio dptico de una muestra de sangre periférica con tincién de
hematoxilina-eosina  en la que se observa un  monocito. Extraido de
https://es.wikipedia.org/wiki/Monocito

Existen dos subtipos principales de monocitos reconocidos en humanos y en
ratas, diferenciados en base a la expresion de los receptores de quimioquinas en su
superficie, CCR2 y CX3CR1 (receptor de fractalkina). Los monocitos CCR2+ son
conocidos como “monocitos clasicos”, los cuales comprenden la mayoria de los
monocitos humanos (>92%) y se caracterizan por su respuesta, fundamentalmente, a
la proteina quimioatrayente del monocito 1 (CCL2 o MCP1) (10-21.22)
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Los monocitos clasicos provienen de la médula 6sea, siendo los niveles
circulantes de sus ligandos CCL2 (antes llamado MCP1, monocyte chemotactic
protein-1) y CCL7 (antes conocida como MCP3, monocyte chemotactic protein-3) los
principales que intervienen en mantener unos niveles homeostaticos de monocitos en

2123 posteriormente, se establecen selectivamente en los sitios con

circulacion
inflamacion (a diferencia de los no clasicos que los encontramos en tejidos linfoides y
no linfoides bajo condiciones no-inflamatorias). Los monocitos clasicos (CCR2+) son
los que se acumulan en las placas aterosclerédticas, necesitando para entrar en la

(1024 De hecho, se ha

misma de la activacion de CCR2 entre otros receptores
observado que estos monocitos clasicos estdn aumentados de forma muy importante
en ratones hipercolesterolémicos (ApoE -/-) que consumen una dieta con alto
contenido en grasa, siendo el principal subtipo que se adhiere al endotelio activado,
infiltra las lesiones y se convierte en macrofago % . Ademas, los monocitos clasicos
constituyen un factor clave en la inestabilizacién de la placa de ateroma mediante la
induccion de la reaccion inflamatoria que finaliza con mayor produccién de
metaloproteinasas que adelgazan la capsula fibrética y aumento del core necrético (1)
habiéndose descrito en humanos que los niveles elevados de monocitos clasicos en

sangre predicen el desarrollo de un evento coronario agudo (26),
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1.2 El receptor CCR2 y sus ligandos.

Desde 1986, un amplio numero de citoquinas han sido estudiadas, clonadas vy
secuenciadas. Hoy en dia se sabe que cumplen funciones importantes en la
inflamacion, proliferacién o apoptosis de diferentes células, en la morfogénesis tisular,
hematopoyesis, angiogénesis y en el desarrollo de respuesta inmune especifica

induciendo el trafico de células del sistema inmune 7 |

Las quimioquinas son una potente familia de citoquinas quimiotacticas que
regulan el trafico de leucocitos hacia la zona de lesién, en este caso, el lugar de la
inflamacion vascular. Su estructura se caracteriza por presentar dos puentes de
cisteina en su extremo N terminal. Estos residuos estan bien conservados (ver figura
3), estableciéndose la nomenclatura de las quimioquinas en base a la posicién que
tengan (CC, CXC, C, CX3C), por lo que la denominacién CCL es debida a que

poseen dos residuos de cisteina adyacentes (28)

PMCP- 1 QFDAINARPVT CC YNFTNRKISVQRLASYRRITSSK C PKEAVIFKTIVAKE] C ADPKQKWVQDSMDHLDKQTQTPKY
PMCP-2 OFD PT CC N NRKI QRL SY RIT C PKEAVIFKT KE C ADPK WV DSM HLD Q KP
PMCP-3 QF  IN TCOCCY FN KI QRL SYRR TSS C P EAVIFKT KElI C ADF QKWVQD M HLDK TQTFKI
PMCP-4 QFDA NP TCC F KIS QRL SY IT S CP AVIF T KElI C ADPK KWVQ M HI T KT

Figura 3. Estructura primaria de CCL2 Y CCL7 humano. Las secuencias de aminoacidos de
ambos estan alineadas. Los residuos de cisteina conservados estan alineados 28

Disulphide bridges of Cys-Cys
30s Loop

Antiparallel
/ B-sheets I
a-Helix
/ |
N C

40s Loop

Figura 4. Estructuras terciaria y secundaria de la quimiocinas. A la izquierda vemos una
representacion esquematica de la estructura tridimensional de las quimioquinas, donde se muestra la
ld&mina a y p ademas de los residuos de cisteina en los bucles 30 y 40. Todas las quimioquinas
comparten una estructura tipica de llave griega (reflajada en la figura de la derecha) que se estabiliza
por enlaces de residuos de cisteina bien conservados. Obtenido de Deshmane et al, 2009 28
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CCR2,.

El receptor de quimioquinas CCR2 (C-C chemokine receptor type 2) es una
proteina con 5 dominios transmembrana acoplada a proteina G. La expresion de
CCR2 esta restringida a relativamente pocas células (monocitos principalmente,
células musculares lisas, neutrdfilos, linfocitos NK) y su funcion principal es inducir la
atraccion de estas células hacia las zonas de lesion ©¢2® | El gen que codifica para
este receptor se localiza en el cromosoma 3p21.3 y entre sus ligandos se han descrito
multiples proteinas, destacando las proteinas de quimioatracciéon de monocitos -1
(MCP-1 0 CCL2) y 3 (MCP-3 o CCL7). Hay dos isoformas de CCR2, denominadas

CCR2A y CCR2B, que sdlo difieren en su cola C terminal ¢

, a pesar de lo cual, su
mecanismo de accién es diferente. Por ejemplo, la quimiotaxis de células CCR2A+
ocurre sin la movilizacion del calcio intracelular, pero éste si se induce en las células
CCR2B ©9 | que es el inductor mas potente de la quimiotaxis y el que se expresa

mayormente en los monocitos ¢ .

CCL2 / MCP-1.

CCL2, también llamada MCP-1 (monocyte chemotactic protein-1) es una citoquina
pequefia (13 kDa) cuyo gen en humanos se localiza en el cromosoma 17 q11.2-12 &
| Las principales células que lo liberan son los monocitos y sus derivados
(macréfagos y células  dendriticas) aunque lo producen todas las células que
intervienen en la placa de ateroma (células endoteliales, células musculares lisas
ademas de los macréfagos). A diferencia de otras quimiocinas, muestra afinidad

exclusivamente a un receptor, CCR2.
A nivel de la placa de ateroma, CCL2 interviene a través de diferentes funciones:

* Regula de forma local la expresion de moléculas de adhesién, asi como de
otras citoquinas (IL1, IL6) y metaloproteinasas ©2 .

* Induce la diapedesis desde la circulacion de los monocitos con receptor CCR2
(CCR2+) @
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* Promueve la diferenciacion de los monocitos a macréfagos cargados de
lipidos, ademas de contribuir a la proliferacion de las células musculares lisas,
promoviendo por tanto, el desarrollo del componente celular de la placa de
ateroma © .

* Ademas, aumenta la expresion de factor tisular en células musculares lisas y
linfocitos T colaboradores, lo cual sugiere que CCL2 tiene también una funcion
procoagulante 2 |

* Interviene también en la inestabilizacion de la placa de ateroma habiéndose
encontrado concentraciones mayores de CCL2 asi como niveles mayores de

RNA de CCL2 en los pacientes con placas inestables 3%

CCL7 / MCP-3.

Por su parte, CCL7 cuyo gen se localiza en la region 17q11.2-g12 ©® | no se une
especificamente a CCR2, por lo que podemos encontrar receptores que responden a
CCL7 en diferentes células: monocitos (CCR1 y CCR2), eosindfilos (CCR3), linfocitos
TH2 (CCR3, CCR4 y CCRS8), basdfilos (CCR3) y células dendriticas inmaduras
(CCR1 y CCR2), lo cual subraya la importancia del papel jugado por CCL7 para
regular en trafico de células y la respuesta inmune. En el caso de CCR2, CCL7 se

une a la isoforma CCR2B ©7) .

En condiciones normales, CCL7 libre se une a los receptores de leucocitos CCR-
1, 2 y 3, induciendo un aumento del calcio intracelular con lo que promueve la
migracion del leucocito hacia la zona de inflamacion. Sin embargo, en el caso de la
placa de ateroma establecida, hay algunas diferencias que afectan a su funcion,
puesto que en el interior de la placa encontramos gelatinasas (MMP-2 y MMP-9) y
metaloproteinasa 7 (MMP7) producidas por células del tejido conectivo, que producen
la proteolisis de CCL7 ©® escindiéndola de su extremo N terminal que resulta
fundamental para que active al receptor CCR2 ©® | El resultante de la degradacion de
CCL7 continua uniéndose a CCR2 pero ya no induce flujo de calcio ni promueve la
quimiotaxis, y en su lugar, actia como quimioquina antagonista que modera la

reaccion inflamatoria. De esta manera, a diferencia de su accion agonista sistémica,
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en el ambiente proinflamatorio de la placa de ateroma, el

(38)

antagonista sobre el receptor CCR2 ™ .

CCL7 actuaria como

A

N

CCL7 CCL2

A

Figura 5. Respuesta del calcio intracelular a CCL7 fraccionado frente a CCL2 fraccionado. Observamos la
pérdida de la movilizacién del calcio intracelular por CCL7 fraccionado por gelatinasa A (28) y que no se produce
en CCL2. Ademas, se ha observado en estudios in vivo en ratones que al inyectar CCL7 completo frente a CCL7
fraccionado por gelatinasa A, que el CCL7 completo, pero no el fraccionado, induce la infiltracion mononuclear
inflamatoria con degradacion asociada de la matriz celular a las 18 horas ©8) ,
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1.3 Evidencia sobre la intervencion de CCR2 en el

desarrollo de la aterosclerosis primaria.

La evidencia experimental sobre la contribucion de las quimioquinas en la
aterosclerosis deriva de dos modelos de roedores con predisposicion al desarrollo de
aterosclerosis por hiperlipidemia severa causada por deficiencia en el receptor de LDL

(LDLr -/-) o en la apolipoproteina E (apoE -/-).

Respecto a la evidencia publicada en cuanto a la intervencién de CCR2 y sus

ligados en la placa de ateroma encontramos que:

o CCL2 y CCR2 se expresan en las células que conforman la placa de ateroma:
células endoteliales, células musculares lisas y macréfagos “9) .
» CCR2 es crucial en la formacion de la lesion aterosclerética y en la infiltracion de

los macrofagos 47

o La sobre-expresion de CCL2 en leucocitos de ratones dio como resultado el
incremento del tamafo de la placa a través de un aumento del niumero de
macréfagos y de la acumulacién de lipidos #243 .

» Los ratones que carecen del receptor para CCL2 (CCR2) presentan defectos en la

adhesion leucocitaria y de reclutamiento de monocitos 4 .

» Los ratones hipercolesterolémicos a los que se les provoca una delecciéon en el
gen de CCL2 son resistentes al efecto de una dieta rica en colesterol y tienen de

forma marcada menos ateroesclerosis “454647)

o De la misma forma, la deleccion genética del receptor CCR2 en ratones
hiperlipidémicos, deficientes en ApoE, y alimentados con dieta rica en grasa
también protege frente al desarrollo de lesiones ateroscleréticas alcanzandose
una reduccién de hasta el 85% en el tamafio de la placa ademas de producirse

una reduccion de la infiltracion macrofagica “'*5V lo cual corrobora la
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importancia de CCR2 en las células monociticas desde los estadios iniciales de

desarrollo de la placa aterosclerética.

Todos estos hallazgos se encuentran en relacion con la hiperlipidemia, puesto
que existe una clara asociacion entre la intervencion de CCL2-CCR2 y los niveles
elevados de lipoproteinas de baja densidad (LDL), encontrandose un aumento de 2,4
veces de la expresion de CCR2 en monocitos aislados de pacientes con niveles altos
de LDL (no se ha observado ninguna variacion con los niveles de triglicéridos), frente
a monocitos de controles normales y que los niveles de LDL actuan también
aumentando la produccién de CCL2 por las células musculares lisas ®? . Este efecto

se ve revertido por niveles elevados de lipoproteinas de alta densidad (HDL) “2)

En el caso de humanos, la evidencia publicada al respecto sefala:

o Se ha observado una alta expresion de CCL2 en las placas ateroscleroticas

humanas ©% .

» A pesar de que poco se sabe del papel que juegan los niveles de CCL2 en las
enfermedades cardiacas en la poblacién en general, niveles elevados de CCL2 se
han asociado con un incremento del riesgo de desarrollar infarto miocardio,

muerte subita, angioplastia coronaria y reestenosis de los stents ®4)

o También se ha observado que niveles elevados de CCL2 en plasma se asocian
con factores de riesgo clasico en el desarrollo de la aterosclerosis, soportando la
hipétesis de que el CCL2 podria modular algunos de estos factores en el

desarrollo de la enfermedad %%

o Ademas de haberse encontrado en animales hipercolesterolémicos que la
activaciéon de CCL2-CCR2 induce la expresion de citoquinas proinflamatorias y
metaloproteinasas acelerando el proceso aterosclerdtico “0)  en células
musculares lisas de arterias humanas se ha encontrado que su activacion induce

la expresion de factor tisular, reforzando la hipotesis de que CCL2 no solamente
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contribuye a la inflamaciéon vascular sino a la desestabilizacion de la placa y

trombosis, que resulta en eventos coronarios agudos (40,

Se ha planteado que un polimorfismo frecuente en CCR2 (Val64lle, sustitucion de
valina por isoleucina en posicion 64) se asocia a menor calcificacion coronaria
objetivada por TAC coronario sugiriendo la intervencion de CCR2 en la
aterosclerosis humana®’, si bien no parece haber acuerdo en estudios

posteriores 89

La evidencia del efecto de este polimorfismo en la funciéon de CCR2 también
proviene de estudios en HIV (CCR2 es necesario para la entrada del virus de la
inmunodeficiencia humana en los linfocitos). En pacientes que presentan el
polimorfismo Val64lle y estan infectados por HIV, presentaron una progresién a

SIDA entre 2 y 4 afios mas tarde que los individuos sin él ©".

En CCL2 se han descrito otros polimorfismos como A2518 G y A2076T también

con resultados no concluyentes ©¢7:6264)
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1.4 Evidencia de la intervencién de CCR2 en la hiperplasia

neointimal.

La hiperplasia neointimal es la causa de la reestenosis después del
intervencionismo coronario percutaneo. Diversos estudios realizados con modelos de
dafo vascular a través de la colocacién de un manguito periarterial o la erosion
endotelial con un catéter, balon o implante de stent, muestran que también existe una
reaccion inflamatoria local con reclutamiento de monocitos que desencadena una
respuesta inflamatoria crénica y mas sostenida a través de la liberacion de citoquinas
y factores de crecimiento que aumentan el flujo de monocitos y la acumulacion de

'8 Esta infiltracion de

células musculares lisas durante el crecimiento neointimal
monocitos precisa de la intervencion de CCR2-CCL2 ademas de su interaccion con

las plaquetas ©¥ ;

* Se ha observado que ante una agresion vascular, existe una reaccién inflamatoria
que precede a la hiperplasia neointimal de los estadios tardios, siendo este

proceso de menor intensidad en los ratones que carecen de CCR2 (66)

* Las cardtidas de los ratones hipercolesterolémicos a las que se causa un dano
con catéter presentan un pico de expresion de CCL2 en la pared del vaso a las 24

horas del dafio, mientras que el pico de CCL2 sérico sélo se mantiene 6 horas 7.

* Al administrar un inhibidor de CCR2 se observa una reduccion de la respuesta
inflamatoria (infiltracion monocitica, expresion CCL2 y citoquinas inflamatorias) y

de la hiperplasia neointimal posterior ©°.

* En ratones hipercolesterolémicos que carecen del receptor CCR2 (CCR2-/-;
ApoE-/-), el area neointimal estaba reducida un 47% respecto a los que si tenian
CCR2 (CCR2+/+; ApoE-/-) ©7).

* La delecciéon de CCR2 se asocidé a una marcada reduccion del contenido de
macrofagos neointimales mientras que aumentaba el contenido en células

musculares lisas ©7%®
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* También se ha estudiado la proliferacion neointimal en los injertos venosos en
varios modelos animales, en los que la presencia de un antagonista de CCR2

reduce de forma significativa el engrosamiento de injertos(zz).

Aunque el
mecanismo de esta reduccion de la intima en injertos venosos permanece
incierta, la inhibicion de CCR2 reduce la hiperplasia intimal y el reclutamiento de

macréfagos dependiente de CCR2 en injertos arteriales ©% |

Ademas, se han mostrado diferencias en funcion del mecanismo de agresion
endotelial encontrandose que en una misma arteria se observa mayor implicacion de
CCL2 en el reclutamiento de los monocitos en la pared erosionada frente a la no
lesionada en distintos segmentos de la misma arteria 7) De esta forma, en estudios
realizados con tincion con inmunofluorescencia se ha observado una alta
concentracion de CCL2 en las células musculares lisas y asociado a la superficie de
las plaquetas adheridas a la superficie erosionada a las 24 horas de la lesion,
mientras que no se encontraba CCL2 en regiones de endotelio inflamado no
erosionado, en donde si intervienen otras quimioquinas como GRO-/CXCL1 vy
CXCR2, dado que CCL2 induce la transmigracion endotelial pero no el enganche de

monocitos circulantes en las células endoteliales ©7).

Esta diferencia en el tejido erosionado frente al inflamado sin erosion proviene de
que las células endoteliales carecen de una superficie para inmovilizar CCL2, lo cual
es necesario para una adhesion estable inducida por quimioquinas, mientras que
CCL2 si se adhiere a las plaquetas que se acumulan en el lugar de la erosion

endotelial y a las concentraciones a las que se libera en ese punto (69)

Basalmente, las plaquetas no tienen CCL2, pero en las primeras horas tras una
erosion de la pared endotelial, se genera un pico plasmatico de CCL2 y aumento de
su secrecion local, tras lo cual si encontramos CCL2 en la superficie de las plaquetas.
Dado que las plaquetas no expresan CCR2, la unidén se produce a través de
proteoglicanos de la pared, un enlace con menor afinidad que el del receptor CCR2

(67.70) Esto implica que el CCL2 secretado localmente es retenido y presentado por
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®8)  Ademas, las plaquetas

las plaquetas que se adhieren al lugar de la lesién
activadas pueden inducir la secrecion de CCL2 por células musculares lisas, por lo
que ademas de evitar que se disuelva en el torrente sanguineo, se produce un feed-

back positivo que aumenta la respuesta local €7

En resumen, la ateroesclerosis es una patologia inflamatoria crénica, en la que
ademas de factores metabdlicos y de agresiéon vascular, intervienen multiples tipos
celulares entre los que los monocitos juegan un papel esencial. Estas células actuan
inducidos por niveles elevados de colesterol LDL en sangre iniciando la formacion de
la estructura de la placa de ateroma con su diferenciacién a célula espumosa,
desarrollan ademas sistemas de retroalimentacion con otras células que potencian la
reaccion inflamatoria local y la hiperplasia celular y finalmente intervienen en la
inestabilizacion de la placa promoviendo el crecimiento del nucleo necrético con su
muerte celular y el adelgazamiento de la capsula fibrosa induciendo de la secrecién

de metaloproteinasas.

Aunque a través de un mecanismo diferente, también intervienen en el desarrollo
de la hiperplasia neointimal que se produce tras una agresién vascular aguda como
es el implante de un stent coronario, precisando en este caso de la intervencion de las
plaquetas y favoreciendo el crecimiento y la hiperplasia de las fibras musculares lisas.
El sistema de CCR2 y sus ligandos juega un papel central en la atraccion de los
monocitos a la placa de ateroma actuando CCL2 como promotor y CCL7 escindido
por proteasas de la placa de ateroma como inhibidor. Esta intervencion se ha
demostrado en modelos murinos y en humanos habiéndose encontrado diferentes
polimorfismos que afectan a su funcion. El estudio la intervencion del monocito y de
su diapédesis dentro de la placa de ateroma abre una puerta a posibles

aproximaciones terapéuticas para la aterosclerosis.
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2. HIPOTESIS.

La aterosclerosis es una enfermedad inflamatoria en la que los monocitos juegan

un papel central.

El estudio del perfil clinico y analitico de los pacientes ingresados por cardiopatia
isquémica puede aportar caracteristicas concretas de la reaccion inflamatoria

segun el tipo de evento que han sufrido y su impacto.

El receptor para la quimiotaxis de los monocitos CCR2, y sus ligandos CCL2 y
CCL7 constituyen un paso esencial para la entrada de estas células en la placa

de ateroma y por tanto, para el desarrollo e inestabilizacion de la misma.

El estudio de variantes genéticas en el sistema de CCR2-CCL2-CCL7 puede
ayudar en el estudio de la cardiopatia isquémica con un componente hereditario
importante, pudiendo constituir una base para la intensificacion del control de los

factores de riesgo cardiovascular o como posible diana terapéutica.
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3. OBJETIVOS.

Realizar un analisis descriptivo de los pacientes ingresados por un evento
coronario, incluyendo los factores de riesgo cardiovascular clasicos, la

caracteristicas del evento y parametros analiticos.

Realizar un seguimiento prospectivo de los pacientes considerando el reingreso,

la causa del mismo y la mortalidad.

Estudiar la implicacidon de los monocitos en el desarrollo de un evento coronario

agudo.

Busquedas de polimorfismos en los genes que codifican para el receptor de la

quimiotaxis del monocito CCR2 y sus ligandos CCL2 y CCL7.

Valorar la repercusiéon clinica y la funcionalidad, si fuera pertinente, de los

cambios genéticos encontrados.
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4. MATERIAL Y METODOS.

Realizamos un estudio de casos y controles, prospectivo, en el que los casos
fueron pacientes ingresados por un evento coronario en el Servicio de Cardiologia del
Complejo Hospitalario Universitario Insular-Materno Infantil entre el afio 2006 y el
2012 mientras que los controles fueron extraidos de la base de datos del Estudio
Telde ™ que es un estudio observacional en poblacién general sana de entre 30 y 80
afios y considerado como representativo del conjunto de la poblacion de Gran

Canaria.

Los criterios de inclusion fueron: (i) personas con edad comprendida entre los
25 y 90 anos, (ii) con ingreso en el Servicio de Cardiologia del Complejo Hospitalario
Universitario Insular-Materno Infantil por un evento coronario, (iii) que aceptaran su
inclusion en el estudio y que firmaran el consentimiento informado para la realizacién
de estudios genéticos conforme a las guias éticas de la declaracién de Helsinki de
1975 y aprobado por el Comité de Etica del Complejo Hospitalario Universitario
Insular-Materno Infantil de Gran Canaria. Se excluyeron: (i) los pacientes en los que
no se confirmara al alta el diagndstico de evento coronario, (ii) que rechazaran su
participacion en el estudio o (iii) que presentaran una neoplasia activa o enfermedad

inflamatoria conocida.

4.1 Recogida de datos clinicos y de laboratorio.

Los datos fueron recogidos a partir del informe de alta hospitalaria y de la
analitica extraida al ingreso en la planta de Cardiologia. Se realizé un seguimiento de
todos los pacientes en Junio de 2013 a través de la historia clinica electronica y
mediante entrevista telefénica con el paciente o su familia cuando fue necesario. Las
variables fueron registradas en una base de datos en SPSS Statistics (IBM®, version

20, Nueva York, USA), incluyéndose:
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. Factores de riesgo cardiovascular.

Se registro la edad al ingreso en anos, el sexo y los antecedentes familiares de
cardiopatia isquémica precoz recogidos en la historia clinica y definidos como
familiares de primer grado varones < 55 o mujeres < 65 afios ('2)  Se determiné el
indice de masa corporal segutn la férmula de Quetelet (IMC = peso/(talla)?) ™ . Se
clasific6é al paciente como hipertenso si presentaba cifras de tension arterial
superiores a 140/90 mmHg en reposo o se encontraba bajo tratamiento con farmacos
antihipertensivos. El diagndstico de diabetes se establecié segun los criterios de la
ADA (American Diabetes Association) de 2014 (glucemia = 126 mg/dl en ayunas, =
200 mg/dl en el test de sobrecarga oral de glucosa, HbA1c = 6.5% o = 200 mg/dl en
cualquier momento asociado a sintomatologia cardinal de diabetes mellitus) o si
tomaban previamente tratamiento antidiabético. En cuanto al tabaquismo se diferencio
entre no fumador, fumador, y exfumador si habian pasado dos afos desde el
abandono del habito tabaquico. Se clasific6 como dislipémico segun las cifras lipidicas
en funcién del riesgo cardiovascular de acuerdo a las guias de dislipemia ATP Il ) o

si tomaban previamente un tratamiento hipolipemiante.

. Descripcion del evento coronario.

Los diagndsticos clinicos se codificaron como angina estable (AE), angina
inestable (Al), infarto sin elevacion del ST (IAMSEST) e infarto con elevacion del ST
(IAMCEST). Consideramos como angina estable aquella en la que los sintomas se
desencadenaban solamente con los esfuerzos moderados y con un tiempo de
evolucion mayor a 2 meses. Se catalogd como angina inestable si el paciente
presentaba progresion de los sintomas o si se inicid en los ultimos 2 meses, con o sin
cambios dinamicos de la repolarizacién, pero sin presentar elevacion de marcadores
de necrosis miocardica. El infarto sin elevacion del ST (IAMSEST) se definié en los
pacientes con sindrome coronario agudo sin objetivarse elevacion persistente del ST
y que realizaron curva de marcadores de necrosis miocardica (troponina ). El infarto
con elevacién persistente del ST (IAMCEST) incluia a pacientes con sindrome

coronario agudo y elevacion del segmento ST en electrocardiograma durante mas de
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20 minutos (0.1 mV en derivaciones que no fueran V1-V2, en las que el punto de
corte es 20.2 mV en hombres mayores de 40 afos; 20.25 mV en hombres menores
de 40 afios 0 20.15 mV en mujeres) y desarrollo de curva de marcadores de necrosis

miocardica ¥ .

La localizacion del infarto se definié por la alteracién la repolarizacién en forma
de ascenso del segmento del ST en el electrocardiograma de 12 derivaciones, siendo
anterior si se registré en V1-V4, lateral en V5-V6, | y aVL e inferior en Il, Il y aVF. Se
considerd no localizable en caso de no presentar elevacion del segmento ST, de que
tuviera QRS ancho por presencia de bloqueo de rama izquierda o por estimulacion

ventricular por marcapasos.

Por su parte, la clasificacion de Killip-Kimball establece cuatro estadios en los
que se correlaciona la clinica de insuficiencia cardiaca con el pronéstico del paciente
(") Se clasificd como Killip | si el paciente no presentaba datos de insuficiencia
cardiaca, Killip Il si presentaba crepitantes bibasales, tercer tono cardiaco o aumento
de la presidén venosa yugular, Killip Ill si presentaba crepitantes por encima de
campos medios o edema agudo de pulmén y Killip IV si se encontraba en situacion

shock cardiogénico, presion sistdlica <90 mmHg y datos de hipoperfusién periférica.

En relacién al tratamiento al ingreso, se catalogd como médico si el paciente
recibia tratamiento con doble antiagregacion y heparina; como fibrinolisis si al
tratamiento previo se le sumaba la pauta de un fibrinolitico (tenecteplasa ajustada al
peso segun ficha técnica), angioplastia primaria si el tratamiento revascularizador del
infarto agudo de miocardio era percutaneo (angioplastia con baldén y/o implante de
stent) y fibrindlisis + angioplastia de rescate si se administré la fibrindlisis y
posteriormente el cateterismo urgente por no presentar criterios clinicos vy

electrocardiograficos de reperfusion.

Respecto a las caracteristicas angiograficas, se registré el tipo de stent
implantado (convencional o recubierto), numero de vasos afectados o la extension de
la enfermedad coronaria definida por el hemodinamista segun las caracteristicas del

angiograma (focal o difusa).
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La funcion ventricular izquierda ventricular izquierda se determind por el
método de Simpson biplanar en apical 4 y 2 camaras 7 en el ecocardiograma

transtoracico realizado previo al alta (equipo Phillips® iE33, Koninklijke, Holanda).

También se registré la terapia final que se recibié de cara al alta hospitalaria
definiéndose como tratamiento solo farmacolégico, percutaneo cuando se realizd
revascularizacion mediante angioplastia/implante de stent o quirurgico cuando se
derivdo a cirugia de revascularizacion coronaria. En cuanto al tratamiento
farmacoldégico al alta se distinguid: acido acetil salicilico 100 mg/24h, clopidogrel 75
mg/24h, acenocumarol o warfarina segun controles del indice de coagulacién
normalizado recomendado (INR) , betabloqueantes (fundamentalmente bisoprolol 2,5-
10 mg/24h, carvedilol 6,25-25 mg/12h y atenolol 50-100 mg/24h), inhibidores de la
enzima convertidora de angiotensina (IECAs) (fundamentalmente ramipril 2.5-10
mg/24h, enalapril 5-20 mg/12h), antagonistas del receptor de la angiotensina tipo 2
(fundamentalmente losartan 12,5-100 mg/24h), estatinas (fundamentalmente
atorvastatina 20-80 mg/24h, rosuvastatina 10-20 mg/24h, simvastatina 20-40 mg/24h),
calcioantagonistas (amlodipino 5-10 mg/24h, nifedipino 30-60 mg/24h, diltiazem 90-
240 mg/24h), espironolactona (25 -100 mg/24h), eplerenona (25-50 mg/24h) y nitratos
(nitroglicerina en parche transdérmico 5-15 mg ¢/24h o mononitrato de isosorbida oral

(20-40 mg dos veces al dia).

. Determinacion analitica.

Se realizé una extraccion de muestra sanguinea en ayunas, el dia del ingreso
del paciente en el servicio de Cardiologia, determinandose el hemograma con
recuento celular, creatinina, acido urico, perfil metabdlico (glucosa plasmatica,
hemoglobina glicosilada, insulina, colesterol total, colesterol HDL, colesterol LDL,
triglicéridos vy lipoproteina A), transaminasas (GPT, GOT), parametros de inflamacion
incluyendo la velocidad de sedimentacion glomerular (VSG) y la proteina C reactiva
(PCR), homocisteina, fibrinbgeno y parametros de afectacion miocardica (NT-pro BNP

y pico maximo de troponina I).
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Se utilizé un analizador automatico (AU 5800 de Beckman Coulter®, California,
USA) para la determinacion de parametros bioquimicos (glucosa, colesterol total,
colesterol HDL, colesterol LDL, triglicéridos, GPT, GOT y PCR). La insulina
plasmatica se determiné en un UniCel ® Dxl 800 de Beckman Coulter®, California,
USA. El NT-proBNP se obtuvo en un analizador Stratus de Dare Behring-Siemens®,
Berlin, Alemania. La troponina | fue determinada en un equipo VIDAS® de
bioMerieux®, Marcy-I'Etoil, Francia. Para la hemoglobina glicosilada se utilizé un
ARXRAY Adams A1c HA-818V de Menarini®, Florencia, Italia. El hemograma se
realizé con el autoanalizador UniCel ® DxH 800 de Beckman Coulter®, California,
USA. La VSG se determind en el Test 1TTH de RAL®, Barcelona, Espafa. El
fibrinbgeno se obtuvo en un ACLTOP 500 de Instrumentation Laboratory ®,
Massachusetts, USA.

. Evolucion clinica.

Se realizé un seguimiento de todos los pacientes en Junio de 2013 mediante la
historia clinica electronica o por contacto con el paciente o la familia por via telefonica,
quedando registrado ademas el tiempo de seguimiento. En caso de que el paciente
presentara un reingreso, se inscribio también el diagnostico clinico con la misma
definicion clinica que en el primer episodio (angina estable, angina inestable, infarto
sin elevacién del ST y con elevacion del ST) afiadiéndose ademas la muerte por

causa cardiolégica, insuficiencia cardiaca, arritmias ventriculares e ictus.

En los pacientes a los que se llevdo a cabo un cateterismo cardiaco en el
reingreso, registramos si la lesién causante del evento era una trombosis, reestenosis

de stent previo o una lesion de novo.
Si el paciente habia fallecido, también se tuvo en cuenta si la muerte fue de

origen cardiolégico dentro del hospital, si fue de causa cardiolégica extrahospitalaria,

si fue causada por complicaciones del tratamiento o si fue de origen no cardiolégico.
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4.2 Analisis estadistico.

Las variables se registraron en una base de datos en SPSS Statistics (IBM®,
version 20), distinguiéndose variables categoricas que se codificaron de forma
numérica con valores nominales asignados y variables continias segun el valor
especifico con dos decimales. Las variables categoricas se expresaron como
frecuencias y porcentajes y las variables continuas como medias y desviaciones
standard (SD) cuando los datos siguieron una distribucién normal o como media y
rango intercuartil (percentil 25-75) cuando la distribucidon se salia de la normal. Se
compararon los porcentajes utilizando el test de Chi cuadrado (x2), las medias con t
de Student y las medianas con el test de Wilcoxon para datos independientes. Con la
finalidad de identificar los factores que tienen una asociacion independiente con la
enfermedad coronaria, se utiliz6 un analisis logistico multivariable en el que se
incluyeron las variables que mostraron significacion en los dos analisis univariantes.
El analisis de varianza (ANOVA) de un factor se utiliz6 para comparar una variable

cuantitativa en mas de dos grupos.

También se incluyé en el anadlisis una variable que expresara interaccion entre
sexo y el alelo TT, lo cual permitié obtener asociacion entre enfermedad coronaria y el
alelo TT en hombres y mujeres separadamente. Se llevé a cabo una seleccion de las
variables utilizando el método mas adecuado vy el criterio AIC ® . Se exploraron los
efectos no-lineales de las variables numéricas en la enfermedad coronaria por medio
de modelos aditivos. El modelo resultante resume los valores de p y odds ratio
ajustados para otros factores de riesgo, que fueron estimados usando intervalos de
confianza del 95%. Se establecid que la asociacion estadistica fuera significativa

cuando su valor p fuera inferior a 0,05.
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4.3 Analisis genético.

Realizamos la extraccion de DNA a partir de una muestra de sangre periférica
(10 ml de sangre venosa periférica en tubo con EDTA como anticoagulante,
conservada a 5°C) en todos los pacientes recogidos y previa firma de un
consentimiento informado para la realizacion de estudios genéticos, de acuerdo a la

declaracién de Helsinki.

La extraccion del DNA a partir de sangre periférica se realizé utilizando una
variante del método de precipitacion con sales descrito originalmente por Miller y cols
(79) | tal y como se presenta en el producto comercial de extraccién de DNA de sangre

de QIAGEN® (Hilden, Alemania).

Para la busqueda de variantes genéticas en el sistema del receptor CCR2 y los
ligandos CCL7 y CCL2 se secuenciaron todos los exones y secuencias flanqueantes
en la empresa Secugen® SL (Madrid, Espafia) en un muestreo inicial con 70
pacientes y 30 controles sanos. Para el analisis de los resultados se utilizaron los
programas Sequence Scanner V1.0 para Windows (Applied Biosystems®, California,
USA) y/o 4Peaks para MacOS X (Nucleobytes Inc., Holanda), identificandose distintas
variantes SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms), que fueron contrastadas en la
base de datos dbSNP alojada en el Nacional Center for Biotechnology Information
(NCBI®®). En el informe para cada SNP ya encontrada previamente, se pueden
encontrar las frecuencias alélicas de las variantes en el proyecto de los 1000

Genomas @' .

Para detectar la variante rs17735770 se comprobd, en primer lugar, si la

variante alteraba la secuencia de reconocimiento de alguna enzima de restriccion.

Para ello, se utilizd el programa WebCutter 2 .

Alelo silvestre TTTATGTAA

Alelo mutante TTTACGTAA
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El cambio de T a C genera un sitio de restriccion para la enzima SnaBl. Tras la

identificacion del cambio, se diseharon olinucledtidos cebadores para amplificar un
83
) y’

posteriormente, se verificd la especificidad de los oligonucleétidos para amplificar

fragmento que contuviera la variante utilizando el programa Primer3!

exclusivamente, mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), la zona de
interés utilizando el programa BLAST ®4) contra el genoma humano de referencia
GRCh37. El resultado de este analisis seleccion6 a los cebadores CCL7_B1_1F (5'-
CCCAGGCTGAACCCTCAAGGTG-3) y CCL7_B1_1R (5°-
AGAAGGGAGGAGCATCCCACAGT-3"). Los cebadores anteriormente indicados
fueron utilizados para amplificar la zona de interés del gen CCL7 humano en muestras
de DNA gendmico tal y como se ha descrito previamente ) Brevemente, 50 ng de
ADN gendmico se amplificaron mediante PCR en un termociclador siguiendo las
recomendaciones del fabricante de la Taq polimerasa (Promega Biotech®, Madison,
WI, EEUU). Tras 35 ciclos de amplificacion (95 °C, 1 min; 55 °C, 1min; 72 °C, 1min)
se obtuvo un fragmento de 438 pares de bases que, tras la digestion con SnaBl,
produciria 2 fragmentos de 155 y 283 pares de bases en el caso de que la variante C
estuviera presente, mientras que el alelo mas frecuente (T) no se veria afectado. Para
la obtencion de los resultados del analisis, las reacciones de digestién se sometieron
a electroforesis en geles de agarosa al 1,5% en 1xXTBE (89 mM Tris borate, 2 mM
EDTA, pH 8.2) y el resultado se visualizdé con luz ultravioleta (A = 254 nm) tras la

tincion con bromuro de etidio. El resultado de uno de estos analisis se muestra en la

figura 6.
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Figura 6. Deteccion de la variante rs17735770 mediante la técnica de RFLP (Restriction Fragment Length
Polimorphism). Se muestra el resultado de la resolucion electroforética de un analisis de presencia de la variante
en diferentes muestras. El procedimiento se explica en el texto. La calle de los marcadores (1Kb) muestra las
longitudes de los fragmentos, en pares de bases (bp), obtenidos durante la PCR (438 bp) y tras la digestion con
SnaBl (283 y 155 bp). El analisis indica que las muestras 3, 5 y 8 contienen un alelo silvestre y otro alelo portador
de la variante rs17735770. La fotografia que se muestra es un negativo de la original.
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4.4 Analisis bioinformatico

La comparacion de las secuencias de la region 3'UTR en mamiferos se

realizo con el programa BLAST ©4).

Para detectar la presencia de secuencias potencialmente reguladoras en la
zona que contiene la variante rs17735770, se sometié al escrutinio de la aplicaciéon
TargetScanHuman® v. 5.1 ®® tal y como se presenta en el UCSC Genome Browser
®7) " Las secuencias reconocidas por miRNAs son identificadas utilizando fragmentos
de siete nucledtidos de todas las familias de miRNAs conocidas en mamiferos y
buscadas en todos los extremos 3'UTR de todos los transcritos RefSeq y CDS
anotados en NCBI. Las regiones 3" fueron escrutadas para identificar secuencias

conservadas ®® y se les asigno un valor (de 0 a 100) de acuerdo a su contexto % .

Para evaluar si una variante, presente un el mRNA en una zona no
codificante, supone un cambio en la estructura del RNA, utilizamos el algoritmo
SNPfold ©?, que evalua la consecuencia estructural de la sustitucién calculando un
coeficiente entre tener el tipo silvestre o la sustitucidon en una posiciéon determinada.

Cuanto menor es la correlacién, mayor es el cambio estructural predicho.
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5. RESULTADOS.

5.1 Descripcion de la poblacién estudiada.

Recogimos un total de 519 casos ingresados en el Servicio de Cardiologia del
Complejo Universitario Insular-Materno Infantil de Gran Canaria y 771 controles de

poblacién general.

Con la finalidad de hacer un analisis descriptivo de la poblacidon estudiada
buscamos diferencias desde 3 puntos de vista: se compararon los datos en funcién de
la presencia de enfermedad cardiovascular (casos frente a controles), se realizé un
analisis descriptivo del tipo de evento y manejo clinico durante el ingreso en los casos

y finalmente se compararon los casos en funcién del sexo (hombres frente a mujeres).

Comparando casos frente a controles (datos mostrados en la tabla 1),
observamos que no hubo diferencias significativas en cuanto al indice de masa
corporal (controles: 28.3 + 5.1 kg/m? vs casos 29.5 + 5.4 kg/m?, p =0.980) pero, como
era de esperar, los casos fueron mas frecuentemente hombres (72.4% vs. 45.5%,
p<0.001), mayores (61.4 £ 12.2 afios vs. 48.4 + 12.1 anos p< 0.001), fumadores
(41.4% vs 24.4%, p<0.001), hipertensos (65.7% vs. 23.6%, p<0.001), diabéticos
(40.3%, vs 27.5%, p<0.001), dislipémicos (50.48% vs. 17.9%, p<0.001), con
cardiopatia isquémica previa (28.5% vs. 4.5%, p<0.001) y con niveles mas altos de
triglicéridos  (casos: 131 mg/dl, controles 106 mg/dl, p<0,001). Llamativamente
encontramos cifras de colesterol total (controles: 212.1 + 40.1 mg/dl vs casos: 163.5
44.5 mg/dl, p<0.001) y LDL (132.3 £ 35.9 mg/dl vs. 93.3 + 34.6 mg/dl, p<0.001) mas
bajas entre los casos, lo cual lo atribuimos a que en fase aguda de un infarto esta
descrito un importante descenso de las concentraciones lipidicas observadas en

sangre ©"

y a que practicamente a todos los casos (95.1% vs. 16.9%) se les
administraba tratamiento con estatinas durante el ingreso independientemente de las

cifras de lipidos que tuvieran.
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Tabla 1.

Controles Casos P
N=771 N =519
Edad, afios 484 +12.1 61.4+12.2 <0.001
Hombres / Mujeres, % 4551545 7241276 <0.001
IMC, Kg/m? 28.3+5.1 29.5+5.4 0.980
Tabaquismo, n (%) <0.001
No fumador 471 (61.1) 198 (38.2)
Ex-fumador 112 (14.5) 106 (20.4)
Fumador actual 188 (24.4) 215 (41.4)
Hipertensién arterial, n (%) 182 (23.6) 341 (65.7) <0.001
Diabetes mellitus, n (%) 212 (27.5) 209 (40.3) <0.001
Antecedente de dislipemia, n (%) 138 (17.9) 262 (50.48) <0.001
Antecedentes personales de 35 (4.9) 148 (28.5) <0.001
Cardiopatia isquémica, n (%)
Colesterol total, mg/dL 212.1+40.1 163.5+44.5 < 0.001
Colesterol LDL, mg/dL 132.3+ 359 93.3+34.6 <0.001
Triglicéridos, mg/dL 106 (76 ; 149) 131 (100 ; 169) <0.001
Estatinas, n (%) 130 (16.9) 481(95.1) <0.001
Leucocitos x 103/mm3 7.25 (6.10 ; 8.55) 8.60 (7.00; 10.4) 0.291

Tabla 1. Perfil de riesgo cardiovascular de los pacientes estudiados frente a los
controles. Observamos que los casos son mayormente hombres, con mas edad y con mayor
frecuencia de los factores de riesgo cardiovascular clasicos. Destaca que presentan niveles
mas bajos de colesterol total y LDL al ingreso, lo cual se expone en la discusion, siendo
atribuido a la reduccion de los niveles de LDL colesterol en la fase aguda de un evento
coronario agudo y a que practicamente todos los pacientes estaban tratados con estatinas
independientemente de las cifras de lipidos.

IMC: indice de masa corporal (kg/m2). LDL: low density lipoprotein cholesterol (mg/dl).

Los datos son frecuencias (%), medias + desviacién standard y medianas y cuartiles (25-75%)
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Separamos los casos en funcion del diagndstico al ingreso, desglosados en
angina estable (AE), angina inestable (Al), infarto sin elevacion del ST (IAMSEST) y e
infarto con elevacién del ST (IAMCEST), destacando que los pacientes con infarto
transmural eran los mas jovenes (59.3 + 12.8 afios) y que los que sufrian un infarto
sin elevacion del ST eran los mayores (64.1 + 12 afios) (p<0.001). La patologia
coronaria aguda, especialmente el infarto con elevacion del ST encuentra una relacion
significativa con el habito tabaquico (50.3% eran fumadores activos, p = 0.009)
existiendo un descenso progresivo en el numero de fumadores en infarto sin
elevaciéon del ST (38.3%), angina inestable (34.6%) y angina estable (22.2%)
(p=0.009). Los pacientes con IAMCEST también tuvieron mas frecuente niveles de
HDL bajo (HDL <35 mg/dl) (IAMCEST: 81.2%, IAMSEST: 71.7%, Al: 72.3%, AE: 70%)
aunque en este caso las diferencias no fueron significativas (p=0.224). Por el contrario
la patologia coronaria que implica un desarrollo mas progresivo de las lesiones
aterosclerdticas (angina e infarto sin elevacién del ST) encuentra relacion significativa
con la presencia de diabetes (IAMSEST: 49.1%, Al: 42%, AE: 48.1%, vs. IAMCEST:
28.9%, p<0.001), hipertension arterial (IAMSEST: 72.4%, Al: 74.1%, AE: 81.5%, vs.
IAMCEST: 52.8% IAMCEST, p<0.001), niveles elevados de colesterol total (angina
estable: 171.5 £ 41.3 mg/dl, angina inestable: 177.8 £ 50.3 mg/dl, IAMSEST: 160.1
39.3 mg/dl, IAMCEST: 160.6 + 47.0 mg/dl, p=0.017), LDL Colesterol (AE: 98.5 (74.7 ;
120) mg/dl, Al: 96.7 (71.7 ; 123) mg/dl, IAMSEST: 89.5 (71.8 ; 106) mg/dl, IAMCEST:
84.4 (63.6 ; 116) mg/dl, p=0.213) y triglicéridos (AE: 136 (112 ; 185) mg/dl, Al: 155
(123 ; 198) mg/dl, IAMSEST: 126 (107 ; 161) mg/dl, IAMCEST: 121 (91 ; 164) mg/dl ,
p =0.001).

El porcentaje de pacientes con disfuncion sistdlica de ventriculo izquierdo
(FEVI<40%) fue mayor en el infarto con el elevacion del ST (IAMCEST 27.1%,
IAMSEST: 17%, Al: 14.1, AE: 10%, p<0.001) lo cual se correspondié con un mayor
numero de pacientes en insuficiencia cardiaca, definida por clase killip-kimball al
ingreso de llI-IV, que es factor determinante en el prondstico ya previamente

establecido®®

. En el infarto transmural, la enfermedad coronaria fue principalmente
monovaso (51.2%) y focal (77.8%) mientras que el resto de diagnosticos tendian a

tener mas enfermedad multivaso (AE: 64.4%, Al: 57.4%, IASEST: 63.9%. p 0.002) y
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difusa. La localizacion mas frecuente de la isquemia en el infarto intransmural fue la
inferior (53.7%)

En cuanto a la estrategia terapéutica al alta (ver tabla 3), el tratamiento fue
principalmente mediante implante de stents (IAMCEST 82.3%, IAMSEST 66.1%, Al:
61.5%, AE 43.3%, p<0.001). La cirugia de bypass coronario se llevd a cabo
principalmente en la patologia coronaria mas crénica (AE: 13.3%, Al: 11.5%,
IAMSEST: 10.1% vs IAMCEST: 2.9%, p<0.001). El tratamiento farmacoldgico se
realizd6 de acuerdo a las guias de practica clinica vigentes, destacando un mayor
porcentaje de pacientes con IECA y farmacos antialdosterdnicos entre los pacientes
con infarto con elevacién del ST (el IECA fue utilizado en AE: 23.3%, Al: 39.7%,
IAMSEST: 54.6%, IAMCEST: 66.5%, p<0.001; antialdosterdnicos: AE: 6.7%, Al: 3.8%,
IAMSEST: 9.2%, IAMCEST: 19.2%, p= 0.002) de acuerdo a la mayor cantidad de

pacientes con disfuncion ventricular izquierda.
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Tabla 2.

AE Al IAMSEST SCACEST
N= 30 N=78 N=218 (N =203)
Edad, afios 62.3 £ 10.5 61.4 £10.3 64.1+12.1 59.3+12.8 0.001
Hombres / Mujeres, % 85.2/14.8 67.9/32.1 7151285 73.6/26.4 0.353
Tabaquismo, n (%) 0.009
No fumador 15 (55.6) 30 (37.0) 83 (38.8) 20 (35.5)
Ex-fumador 6(22.2) 23 (28.4) 49 (22.9) 28 (14.2)
Fumador actual 6(22.2) 28 (34.6) 82 (38.3) 99 (50.3)
Hipertension arterial, n (%) 22 (81.5) 60 (74.1) 155 (72.4) 104 (52.8) <0.001
Glucemia, mg/dL 109 (96 ; 155) 109 (91 ; 162) 112 (94 ; 155) 104 (92 ; 141) 0.328
Diabetes mellitus, n (%) 13 (48.1) 34 (42.0) 105 (49.1) 57 (28.9) <0.001
Colesterol total, mg/dL 1715+ 41.3 177.8 £50.3 160.1 £ 39.3 160.6 £ 47.0 0.017
Colesterol LDL, mg/dL 98.5(74.7;120)  96.7 (71.7; 123) 89.5(71.8;106) 84.4(63.6;116) 0.213
Bajo HDL, n (%) 14 (70.0) 47 (72.3) 129 (71.7) 112 (81.2) 0.224
Triglicéridos, mg/dL 136 (112 ; 185) 155 (123 ; 198) 126 (107 ; 161) 121 (91 ; 164) 0.001
Lipoproteina A, mg/dL 34 (20 ; 61) 37 (13;70) 32 (12 ; 60) 33 (14 ; 54) 0.775
Insulinemia, mcU/mL 8.10(4.61;18.2) 9.40(6.37;16.9) 7.45(5.34;11.7) 7.19 (5.15;10.2) 0.077
HbA1C% 5.6(5.4;5.6) 5.7(54;6.5) 6.0 (5.6;7.5) 5.8 (5.5;6.5) 0.170
Uso de estatinas, n (%) 20 (76.99) 74 (94.9) 201 (96.2) 186 (96.4) <0.001
Creatinina, mg/dL 1.05(0.93;1.27) 0.98(0.91;1.16) 1.04(0.92;1.29) 1.03(0.92;1.18) 0.222
FEVI<40%, n (%) 3 (10) 11 (14.1) 37 (17) 55 (27.1) <0.001
Clase killip al ingreso, n (%) 0.002
I 27 (90) 71(91) 185 (84.9) 166 (81.8)
Il 1(1.3) 4(5.1) 12 (5.5) 12 (5.9)
] 2(6.7) 2(2.6) 15 (6.9) 15 (7.4)
1\ 0(0) 1(1.3) 5(2.3) 10 (4.9)
NUmero de vasos, n (%) 0.002
0 vasos 5(17.9) 9(12) 12 (5.8) 9(4.4)
1 vaso 5(17.9) 23 (30.7) 63 (30.3) 104 (51.2)
2 vasos 5(17.9) 20 (26.7) 55 (26.4) 45(22.2)
3 vasos 8 (28.6) 15 (20) 60 (28.8) 29 (14.3)
TCI 5(17.9) 8(10.7) 18 (8.7) 7(3.4)
Localizacion n (%)
No localizable 30 (100) 75 (96.2) 185 (84.9) 2(1) <0.001
Anterior 0(0) 1(1.3) 15 (6.9) 81(39.9)
Lateral 0(0) 1(1.3) 0(0) 11 (5.4)
Inferior 0(0) 1(1.3) 18 (8.3) 109 (53.7)
Caracteristicas de la placa, n (%)
Focal 15 (65.2) 47 (70.1) 134 (66.7) 158 (77.8) <0.001
Difusa 8 (34.8) 20 (29.9) 67 (33.3) 30(14.8 )

Tabla 2. Descripcion de los casos segun el diagnéstico al ingreso. Los pacientes con infarto transmural (IAMCEST) son
los mas jévenes y los que presentaron un infarto sin elevacion del ST los mayores. EI IAMCEST encuentra una relacion
significativa con el habito tabaquico existiendo un descenso progresivo en el nimero de fumadores en IAMSEST, angina
inestable y angina estable. EI HDL bajo también es mas frecuente en el IAMCEST aunque estas diferencias no son
significativas. Por el contrario la patologia coronaria mas crénica (IAMSEST y angina) se relaciona con la presencia de
diabetes, hipertension arterial, niveles elevados de colesterol total, LDL vy triglicéridos. Los pacientes con IAMCEST tuvieron
mayor porcentaje de disfuncion ventricular izquierda, y por tanto, una peor clase killip al ingreso. En el IAMCEST, la
enfermedad coronaria fue principalmente monovaso y focal aumentando el porcentaje de mientras que en el resto.
AE: angina estable. Al: Angina inestable. IAMSEST: Infarto sin elevacién del ST. IAMCEST: Infarto con elevacion del ST.
Clasificacion Killip-kimball: I: sin datos clinicos de insuficiencia cardiaca, II: crepitantes bibasales, tercer tono cardiaco o
aumento de la presién venosa yugular, Ill: crepitantes por encima de campos medios 0 edema agudo de pulmén, IV: shock
cardiogénico, presion sistélica <90 mmHg y datos de hipoperfusién periférica. Bajo HDL: HDL < 35 mg/dl. Los datos son

medias (x SD), medianas (IQR) o frecuencias
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Tabla 3.

AE Al IAMSEST IAMCEST
N=29 N=75 N=216 N= 203
Tratamiento recibido al alta: <0.001
Sélo farmacolégico 13 (43.3) 21(26.9) 52 (23.9) 30 (14.8)
Implante de stent 13 (43.3) 48 (61.5) 144 (66.1) 167 (82.3)
Cirugia de bypass 4(13.3) 9(11.5) 22 (10.1) 6 (2.9)
Tratamiento farmacoldgico al alta
Aspirina 25(83.3) 67 (85.9) 200 (91.7) 192 (94.3) 0.018
Clopidogrel 16 (53.3) 55 (66.7) 172 (78.9) 169 (83.3) <0.001
Betabloqueante 26 (86.7) 67 (85.9) 189 (86.7) 178 (87.7) 0.962
I[ECA 7(23.3) 31(39.7) 119 (54.6) 135 (66.5) <0.001
ARA-II 9 (30) 21(26.9) 48 (22) 28 (13.8) 0.024
Estatinas 22 (73.3) 72 (92.3) 204 (93.6) 191 (94.1) <0.001
Anticoagulantes orales 2(6.7) 8(10.3) 25 (11.5) 11(5.4) 0.132
Calcioantagonistas 83 (28) 21(26.9) 62 (28.4) 26 (12.8) <0.001
Antialdosteronicos 2(6.7) 3(3.8) 20(9.2) 39 (19.2) 0.002
Nitratos 9 (30) 16 (20.5) 55 (25.2) 16 (7.9) <0.001

Tabla 3. Comparacion entre el tratamiento recibido al alta segun el diagndstico del ingreso. Se realiza una
descripcion del tratamiento recibido al alta hospitalaria siendo la mas frecuente en todos los grupos el implante de

stent y se describe el tratamiento médico prescrito al alta hospitalaria.

AE: angina estable. Al. Angina inestable. IAMSEST: infarto sin elevacion del ST. IAMCEST: infarto con elevacién
persistente del ST. IECA: inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina. ARA-Il: antagonistas del receptor
de la angiotensina Il. Los datos son frecuencias, n (%)

Dado que la terapia de reperfusion urgente se lleva a cabo solamente en el

infarto con elevacion del ST, comparamos nuestros datos con el registro espariol

MASCARA (Manejo Actualizado del Sindrome Coronario Agudo. Registro Actualizado

92) 'y del EHC.ACS Il (European Heart Survey. Acute coronary sindrome |I

I 94)

(ver

tabla 4). El porcentaje de pacientes a los que se realizd una terapia de reperfusion

urgente fue similar en los 3 estudios, si bien en nuestro caso hay una mayor cantidad

de pacientes que recibieron fibrindlisis puesto que en el Complejo Hospitalario

Universitario Insular Materno Infantil no existe programa de angioplastia primaria las

24 horas.
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Tabla 4.

Tratamiento recibido al ingreso IAMCEST. MASCARA (2004-2005)  EHS.ACS I11 2006-2008
N =202, % (N). IAMCEST N = 3034 IAMCEST N= 7655

Sin terapia de reperfusion

69 (34) 970 (32) 2442 (31.9)
urgente

Fibrinolisis 61 (30) 1014 (13.2)

Fibrinolisis y angioplastia de 1304 (43)
36 (17.7) 337 (4.4)

rescate

Angioplastia primaria 36 (17.7) 785 (25) 3862 (59.6)

Tabla 4. Comparacion de la terapia de reperfusion urgente recibida en los pacientes con infarto con
elevacion del ST de nuestro estudio frente los del registro MASCARA 92 y EHS.ACS Ill % . Dada la
imposibilidad para comparar los datos de la reperfusién urgente con el resto diagndsticos sindrémicos, se analizan
en esta tabla los datos de nuestro estudio con el registro espafiol MASCARA (Manejo Actualizado del Sindrome
Coronario Agudo. Registro Actualizado) y del EHC. ACS Ill (European Heart Survey. Acute coronary sindrome Ill).
El porcentaje de pacientes a los que se realizé una terapia de reperfusion urgente fue similar en los 3 estudios, si
bien en nuestro caso hay una mayor cantidad de pacientes que recibieron fibrindlisis puesto que en el Complejo
Hospitalario Universitario Insular Materno Infantil no existe programa de angioplastia primaria las 24 horas

El tiempo de seguimiento medio (ver tabla 5) fue de 3.3 = 2.2 afos, durante el
cual reingresé un 23.1% de los pacientes, siendo el diagnéstico mas frecuente el
mismo que el del ingreso inicial (p =0.036). En cuanto a la lesién objetivada en el
reingreso, la mas frecuente fue la progresién de la enfermedad coronaria en la arteria
no tratada (lesion de novo). La trombosis de stent fue mas frecuente en los pacientes
con infarto con y sin elevacién del ST (IAMCEST 2%, IAMSEST 1.8%, Al: 1.3%, AE:
0%) y la reestenosis en los pacientes con angina (IAMSEST: 2.5%, IAMSEST: 2.3%,
Al: 7.7%, AE: 3.3%), siendo las diferencias encontradas no significativas dado el
escaso numero de eventos. Durante el desarrollo del estudio (2006-2013) fallecié un
19.5% de los pacientes, destacando que la mortalidad en IAMCEST es principalmente
intrahospitalaria (4.4%) y las debida a IAMSEST es mas frecuentemente

extrahospitalaria (6.4%) aunque estas diferencias tampoco son significativas.
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Tabla 5.

AE Al IAMSEST  IAMCEST p
N =30 N=78 N=218 N =203
Tiempo medio de seguimiento (afios) 3.78+199 36+223 3.06+213 3.39+2.39
Motivo de reingreso (N =120, 23.1% del total de pacientes validos) 0.036
Angina estable 3(10) 2 (2.6) 7(3.2) 4(2)
Angina inestable 0 10 (12.8) 8(3.7) 6 (3)
IAMSEST 2(6.7) 6 (7.7) 21(9.6) 7(3.4)
IAMCEST 0 2 (2.6) 1(0.5) 9(4.4)
Insuficiencia cardiaca 2 (6.7) 5(6.4) 15 (6.9) 5(2.5)
Arritmia ventricular 0 0 1(0.5) 0
Ictus 0 1(1.3) 2(0.9) 3(1.5)
Lesion objetivada en el reingreso 0.630
Trombosis de stent 0 1(1.3) 4(1.8) 4(2)
Reestenosis de stent 1(3.3) 6 (7.7) 5(2.3) 5(2.5)
Lesion de novo 4 (13.3) 8(10.3) 13 (6) 13 (6.4)
Otro 0 3(3.8) 9(4.1) 4(2)
Exitus total, n (%) 3(11.5)  14(17.7) 41 (19.5) 28 (14.9) 0.553
Fallecidos al final del seguimiento 2006-2013 (N = 88, 19.5% del total de pacientes validos, 504) 0.946
Cardiaca 1(3.3) 4 (5.1) 10 (4.6) 9(4.4)
intrahospitalaria
Cardiaca 0 4 (5.1) 14 (6.4) 7(3.4)
extrahospitalaria
latrogenia 0 0 1(0.5) 3(1.5)
No cardiolégica 2(6.7) 6 (7.7) 16 (7.3) 9(4.4)

Tabla 5. Evolucion clinica y mortalidad segun el tipo de evento al ingreso

Durante el seguimiento obtuvimos un 23.1% de reingreso siendo el motivo méas frecuente el mismo que en ingreso
inicial. La lesién mas frecuentemente objetivada en la coronariografia fue la progresién de la enfermedad coronaria en
la arteria no tratada (lesién de novo). La trombosis de stent fue mas frecuente en los pacientes con infarto (con y sin
elevacion del ST) y la reestenosis en los pacientes con angina, siendo las diferencias encontradas no significativas.
Durante el desarrollo del estudio (2006-2013), fallecié un 19.5% de los pacientes, destacando que la mortalidad en
IAMCEST es principalmente intrahospitalaria y las debida a IAMSEST es mas frecuente extrahospitalaria aunque las
diferencias encontradas no son significativas.
AE: angina estable. Al: angina inestable. IAMSEST: infarto sin elevacién del ST. IAMCEST: infarto con elevacion del
ST. Los datos son frecuencias, n (%) y media £ desviacion estandar,
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Respecto al analisis por sexos (ver detalles en tablas 6, 7 y 8), destaca que las
mujeres son mayores (67 (56; 76) anos vs. 59 (50; 70) afos, p<0.001), mas diabéticas
(53% vs. 35.3% p = 0.001) e hipertensas (79% vs. 60.6%, p<0.001) mientras que los
hombres son mas fumadores (50.8% vs. 16.8%, p<0.001) como se puede ser de
forma grafica en la figura 1. No se obtuvieron diferencias en cuanto a los
antecedentes familiares, el diagndstico previo de enfermedad cardiovascular
(cardiopatia isquémica o vasculopatia cerebral) ni de dislipemia. El tipo de evento
clinico del ingreso, la localizaciéon de la isquemia y la clasificacion Killip-Kimball en la
admision en urgencias fueron similares en ambos sexos (tabla 7) a pesar de lo cual,
las mujeres recibieron mas frecuentemente manejo conservador con tratamiento sélo
farmacolégico al alta respecto a los varones (33.5% vs. 16%, p<0.001, ver figura 2),
concordante con la presencia de mayor enfermedad difusa en la coronariografia que
presentaba el sexo femenino (32% vs 24%, p=0.09). Ademas, las mujeres tendian a
recibir mas tratamiento con stents recubiertos (64.5% vs. 48.6%, p=0.002) de acuerdo
también con la mayor tasa de diabetes. No hubo diferencias significativas en cuanto

ala fraccion de eyeccion al alta.

En cuanto a las diferencias obtenidas en el motivo de reingreso (no
significativas) (tabla 8), los varones tienden a reingresar mas por todas las causas
(angina estable, angina inestable, infarto transmural, insuficiencia cardiaca, arritmia o
ictus) excepto por infarto sin elevacion del ST, siendo en este grupo mas frecuentes
las mujeres (8.4% vs 6.4%, p=0.763). No hubo diferencias significativas en cuanto a la
presencia de reestenosis o trombosis de stent (reestenosis de stent: 3.5% en varones
vs. 2.8% en mujeres y trombosis de stent: 1.6% en varones vs. 2.1% en mujeres,
p=0.870) ni en las causas de mortalidad (cardiaca extrahospitalaria en varones 3.9%,
en mujeres 6.3% y cardiaca intrahospitalaria en varones 4.5%, en mujeres 5.6%,
p=0.567).
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Tabla 6.

Hombres Mujeres

Datos demograficos p
(376) (143)

Edad (afios) 59 (50; 70) 67 (56; 76) <0.001
IMC (kg/m?) 29.82+3.8 28.78 £8.3

Antecedentes familiares, n (%) 35(9.3) 18 (12.6) 0.270
Antecedentes de cardiopatia isquémica, n (%) 117 (31) 31(21.6) 0.083
Hipertensién arterial, n (%) 228 (60.6) 113 (79) <0.001
Diabetes mellitus, n (%) 133 (35.3) 76 (53) 0.001
Dislipemia, n (%) 185 (49.2) 77 (52.8) 0.344
Tabaquismo, n (%) 191 (50.8) 24 (16.8) <0.001
Consumo de cocaina, n (%) 8(2.1) 1(0.7) 0.345
Cirugia previa de bypass coronario, n (%) 1(0,2) 0(0) 0.656
ACV previo, n (%) 32 (8.5) 14 (9.8) 0.747

Tabla 6. Datos demograficos y factores de riesgo cardiovascular clasificados por sexos en los casos.
Observamos que las mujeres tienen un debut mas tardio y que son mas frecuentemente diabéticas e hipertensas. La
dislipemia esta presente en ambos grupos por igual y los hombres son mas frecuentemente fumadores.

ACV: accidente cerebrovascular.3 Los datos son frecuencias (%), medias + desviacion estandar y mediana con intervalo
intercuartilico (25;75).

Figura 7. Presencia de factores de riesgo cardiovascular por sexos.
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Tabla 7.

Datos clinicos Fombres Mujeres p
(376) (143)
Tipo de evento, n (%) 0.353
Angina estable 23 (6.1) 4(2.8)
Angina inestable 55 (14.6) 26 (18.2)
IAMSEST 153 (40.7) 61 (42.6)
IAMCEST 145 (38.5) 52 (36.3)
Localizacion, n (%) 0.148
No localizable 206 (54.7) 79 (55.2)
Anterior 64 (17) 34 (23.7)
Lateral 9(2.5) 1(0.7)
Inferior 97 (25.8) 29 (20.3)
Killip al ingreso hospitalario, n (%) 0.933
I 321 (85) 120 (84)
Il 19 (5) 9(6.3)
I 24 (6.4) 10 (7)
v 12 (3.2) 4(2.8)
Tratamiento al ingreso dentro de los pacientes con IAMCEST, n (%) 0.200
Sin terapia de reperfusion urgente 46 (31.5) 21 (40.4)
Fibrinolisis 47 (32.2) 12 (23.1)
Fibrinolisis + ACTP rescate. 30 (20.5) 6 (11.5)
Angioplastia primaria (ACTP) 23 (15.8) 13 (29)
Tratamiento al alta, n (%) <0.001
Solamente farmacolégico 60 (16) 48 (33.5)
Implante de stent coronario 282 (75) 89 (62)
Cirugia de revascularizacion 34 (9) 6(4.2)

coronaria

Tabla 7. Perfil del evento de ingreso definido por el diagnéstico, su localizacién, clase killip-kimball al ingreso y
tratamiento recibido en el momento del ingreso y previo al alta, analizados por sexos. No se obtuvieron diferencias
significativas en cuanto al diagnostico al ingreso, localizacion de la isquemia o insuficiencia cardiaca al ingreso. Destaca que al
alta las mujeres recibieron mas frecuentemente tratamiento sélo farmacolégico y en los hombres fueron tratados con stent o
cirugia de bypass mas frecuentemente.

IAMSEST: Infarto sin elevacién del ST. IAMCEST: Infarto con elevacién del ST. Clasificacién Killip-kimball al ingreso (I: sin datos
clinicos de insuficiencia cardiaca, Il: crepitantes bibasales, tercer tono cardiaco o aumento de la presion venosa yugular, lI:
crepitantes por encima de campos medios 0 edema agudo de pulmén, IV: shock cardiogénico, presién sistélica <90 mmHg y
datos de hipoperfusion periférica). ACTP: angioplastia coronaria transluminal percutanea.

Los datos son frecuencias n, (%).
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Figura 8. Porcentaje de tratamiento recibido al alta hospitalaria: médico, percutaneo o quirtrgico. Diagrama de
columnas agrupadas.
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Tabla 8.
Hombres Mujeres p
(376) (143)
Causa del reingreso 0.763
Angina estable, n (%) 13 (3) 3(2,1)
Angina inestable, n (%) 19 (5) 5(3,5)
IAMSEST, n (%) 24 (6,4) 12 (8,4)
IAMCEST, n (%) 9(24) 3(2,1)
Insuficiencia cardiaca, n (%) 21 (5,6) 6 (4,2)
Arritmias ventriculares, n (%) 2(0,5) 0(0)
ACV, n (%) 5(1) 1(0,7)
Lesion objetivada en el reingreso. 0.870
Reestenosis de stent, n (%) 13 (3.9) 4(2.8)
Trombosis de stent, n (%) 6 (1.6) 3(2.1)
Lesién de novo, n (%) 30 (8) 8 (5.6)
Otro, n (%) 11(2.9) 5(3.5)
Mortalidad. Causas. 0.567
Cardiaca extrahospitalaria, n (%) 15 (3.9) 9(6.3)
Cardiaca intrahospitalaria, n (%) 17 (4.5) 8 (5.6)
latrogenia, n (%) 3(0.8) 1(0.7)
No cardiaca, n (%) 27 (7.18) 6 (1.6)

Tabla 8. Evolucion clinica tras el alta hospitalaria, clasificada por sexos. No se obtuvieron diferencias significativas en cuanto
a las causas de reingreso y mortalidad en ambos grupos.

IAMSEST: Infarto sin elevacién del ST. IAMCEST: Infarto con elevacion del ST. ACV: accidente cerebrovascular. Los datos son
frecuencias (%).
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5.2 El tipo de evento cardioldgico influye en la respuesta

inflamatoria.

Cuando comparamos los parametros de respuesta inflamatoria (ver tabla 9) en
funcién del evento coronario agudo que se trate (leucocitos totales, recuento de
monocitos, PCR y fibrinogeno), observamos se encuentran en niveles similares en la
angina estable e inestable, presentando un aumento progresivo en los pacientes con
infarto sin elevacién del ST y que es maximo en los pacientes con infarto con elevacion
del ST en los que existe un mayor dafo tisular con elevacion de troponina
correspondiente. En la figura 9 podemos ver de forma grafica este aumento progresivo

del numero de monocitos en funcion del tipo de evento.

Tabla 9.
Angina IAM

Estable Inestable IAMSEST IAMCEST P

N =27 N =81 N =214 N =197
Hemoglobina, g/dL 13.6 (13.1;14.3) 13.8(12.5;15.0) 13.1(12.0;14.4) 13.2(11.6;144)  0.025
Leucocitos x 103/mm3 74(6.1;8.3) 7.8(5.9;9.9) 8.4(7.2;10.0) 96(74;11.0) <0.001
Monocitos 0.6 (0.5,0.89 0.6 (0.5,0.79 0.7 (0.6 ;0.9) 0.8(0.6;1.0) <0.001
Plaquetas x 103/mm?3 202 (167 ; 246) 221 (187 ; 256) 225 (186 ; 277) 255 (204 ;314)  <0.001
Fibrinégeno, gr/L 4.10(3.54;5.04) 3.82(345;422) 395(3.54;4.54) 4.79(4.15;5.35) <0.001
PCR, mg/L 0.60 (0.20;2.14)  0.48 (0.20; 1.40) 1.39(0.50;3.61) 2.89(1.50;7.00) <0.001
Troponina > 0.1, n (%) 0 11(13.4) 192 (96.0) 163 (97.0) <0.001

Tabla 9. Parametros analiticos y de inflamacion segun el tipo de evento. Los parametros de respuesta inflamatoria
(leucocitos totales, recuento de monocitos, PCR, y fibrindgeno) se encuentran progresivamente aumentados en infarto con
elevacion del ST y sin elevacién del ST respecto a los pacientes con angina.

LDL: Low density lipoprotein (mg/dl), HDL: High density lipoprotein, HDL bajo: < 35 md/dl, Fibrinégeno, medido por método de
Clauss (gr/L). Los datos son medias (+ SD), medianas (IQR) o frecuencias (%)
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Figura 9.
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Figura 9. Diagrama de cajas simples del niimero de monocitos en funcion del tipo de evento coronario.

Podemos ver de forma grafica el aumento progresivo del nimero de monocitos en funcion del tipo de evento.

Ademas, en la tabla 10 comparamos los controles sanos frente a los casos
agrupados en pacientes con angina estable o inestable (sin elevacion de marcadores
de necrosis miocardica) y a los que habian sufrido un infarto tanto con elevacién del
ST como sin elevacion del ST (agrupados por tanto como pacientes con elevacion de
marcadores de necrosis miocardica). Observamos un incremento significativo del
recuento total de leucocitos en los pacientes infarto, en los que existia un dano tisular
(8.9 (7.3 ; 10.6) leucocitos/ml) frente a los que no (controles: 7.5 (6.1 ; 8.5)
leucocitos/ml, y pacientes con angina: 7.5 (5.9 ; 9.4) leucocitos /ml, p<0.001), siendo
esta diferencia a expensas del aumento de los monocitos circulantes, mientras que en
los pacientes con angina permanecen en valores similares (angina: 0.60 (0.50 ; 0.70)
monocitos/ml, controles: 0.55 (0.40 ; 0.70) monocitos/ml, infarto (0.71 (0.60 ; 0.90),
p<0.001). No se objetivaron diferencias en los niveles de hemoglobina y plaquetas y si
un incremento progresivo en los niveles de PCR y fibrinégeno en los controles frente a
angina y a infarto (PCR en controles: 0.34 (0.32 ; 0.5) mg/dl, en angina: 0.47 (0.2 ;
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1.52) mg/dl, en 1AM 2.15 (0.78 ; 4.42) mg/dl, p<0.001; fibrinégeno en controles: 3.15
(2.76 ; 3.63) gr/L, en angina: 3.90 (3.47 ; 4.35) gr/L, en IAM: 4.29 (3.72 ; 4.95) gr/L, p<
0.001).

En la figura 10 realizamos un diagrama de cajas simples con el numero de
monocitos, observandose de forma grafica que los monocitos en la angina, es decir,
con isquemia pero sin necrosis tisular presentaban niveles similares de monocitos que
los controles, aumentandose de forma importante en los pacientes que tenian un

infarto con desarrollo de necrosis tisular.

Realizamos también un grafico de dispersion en la figura 11 agrupando niveles
de PCR y recuento de monocitos en el que se puede ver un claro aumento de estos
dos parametros de forma simultanea en los casos de infarto frente a los que no
habian presentado necrosis tisular, lo cual senala la intervencion del sistema

inflamatorio en este proceso.
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Tabla 10.

Controles Angina IAM P
Leucocitos x 103/mm3 N =23 N = 101 N = 376 <0.001
7.5(6.1;8.5) 75(5.9;94) 8.9(7.3;10.6)

Monocitos N=16 N =52 N =225 <0.001
0.55(0.40; 0.70) 0.60 (0.50; 0.70) 0.71(0.60; 0.90)

Plaquetas x 10%/mm? N=23 N =103 N =380 0.011
221 (184 ; 248) 217 (180 ; 255) 237 (191 ; 292)

Hemoglobina, g/dL N =23 N =100 N =379 0.019
13.3(12.5;14.6) 13.8 (12.6 ; 15.0) 131 (11.7 ;14.4)

Fibrinbgeno N =750 N =46 N =183 <0.001
3.15(2.76 ; 3.63) 3.90 (3.47 ; 4.35) 4.29 (3.72 ; 4.95)

PCR N =752 N =68 N =272 <0.001
0.34 (0.32; 0.50) 0.47 (0.20 ; 1.52) 2.15(0.78 ; 4.42)

Troponina N=21 N =112 N = 368 <0.001

Tabla 10. Enfermedad cardiovascular, monocitos e inflamacion. Observamos un incremento significativo del recuento total de
leucocitos en los pacientes infarto frente a los controles y pacientes con angina (sin necrosis tisular), siendo esta diferencia a
expensas del aumento progresivo de los monocitos en angina frente a controles e infarto. No se objetivaron diferencias en los
niveles de hemoglobina y plaquetas y si un incremento progresivo en los niveles de PCR y fibrinégeno en los controles frente a

angina y a infarto.

0.01 (0.01;0.01)

0.01 (0.01;0.01)

3.24 (0.85; 11.1)

Angina incluye angina estable e inestable e IAM incluye infarto sin elevacién del ST y con elevacién del ST.
Los datos son medianas (IQR) y frecuencias (%). Para cada variable y grupo se indica el numero de sujetos evaluados
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Figura 10. Diagrama de cajas simples del niimero de monocitos en controles frente a pacientes con angina o

infarto.
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Figura 11. Grafico de dispersion del numero de monocitos y valor de la PCR en funcién del tipo de evento.
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5.3 Busqueda de variantes genéticas en los genes CCR2,
CCL2y CCL?7.

La inflamacion en general, y los monocitos/macréfagos en particular, tienen
un papel central en el desarrollo de la aterosclerosis. Los receptores de
quimiocinas son importantes en la regulacion de la funcién de los monocitos,
destacando el papel del receptor de quimiocinas CCR2 en el desarrollo de la
aterosclerosis. Por ello, nos planteamos el estudio de variantes genéticas que
pudieran afectar tanto a este receptor como a sus principales ligandos (CCL2 y
CCL7) y la posibilidad de que representaran un factor de riesgo adicional para el

desarrollo de la enfermedad cardiovascular.

Con la finalidad de buscar variantes genéticas en estos tres genes,
secuenciamos los exones y las secuencias flanqueantes a partir del DNA
gendémico de 70 casos y 30 controles sanos (") utilizando el método bidireccional

r ®9  Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 11.

de Sange

Como se puede observar, la mayoria de las variantes se detectaron en el
gen CCR2, 16 en total, y tres de las cuales no se habian descrito en las bases de
datos publicas con fecha de septiembre de 2015. En la region del exéon 1-5UTR
encontramos rs3749461 (A/G, 3:46353822), rs3092964 (G/A, 3:46354094) y
rs3918376 (T/C 3:463541249). En el intron encontramos: rs 140800049 (G/T,
3:46354226) y rs3918361 (G/A, 3:46354295). En el exén 2-ORF encontramos
rs3918367 (G/T, 3:46357683), rs1799864 (G/A, 3:46357717) y rs3918386 (A/G,
3:46359752). En el exdn 2-3'UTR encontramos rs140253702 (A/G 3:46360115),
rs743660 (G/A, 3:46360527) y rs34138562 (T(G, 3:46360562). En la zona
downstream solo encontramos rs11575062 (A/T 3:46360940).

Encontramos también otra variante que esta documentada en la base de
datos de NCBI pero tiene muy poca informacién asociada ya que se ha
encontrado en muy baja frecuencia o se ha secuenciado en muy pocos genomas:
rs36225401 (3:46354020) en la region del exén 1-5’UTR.
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Ademas, se han encontrado otras 3 SNPs de CCR2 no descritas en
GenBank ®® y que no afectan a regiones codificantes: T/C en localizacion
3:46354176, T/C en localizacion 3:46354213 y —C/TGT en posicion 3:46360034.

En la secuenciacion de CCL2/MCP1 encontramos tan sélo 2 variantes
asociadas a las secuencias codificantes y zonas flanqueantes del gen CCL2:
rs4586 (T/C, 17:34256250) en la region ORF y rs13900 (C/T 17:34256892) en
3'UTR. Ambas son muy frecuentes en heterocigosis en la poblacion general, y se
han encontrado en un gran numero de cromosomas representando a todas las

razas. Ninguna de ellas afecta a la zona codificante.

Respecto a CCL7 encontramos cuatro variantes en el gen de CCL7 sobre
las que hay muy pocos datos en NCBI y de las que ninguna afecta a la zona
codificante: rs9901581 (C/T 17:34271039), rs70937036 (G/A, 17:34271319),
rs16969398 (A/G, 17:34271356) y rs17735770 (T/C, 17:34271923).

Entre todas estas variantes, destaca la rs17735770 localizada en la region
no traducida 3’'UTR del exén 3 del gen CCL7 en donde la timina es sustituida por
citosina (C/T o CC) estando presente en 2 de los casos (2,8%) y en 6 controles
sanos (20,7%) (p= 0.003). Si bien esta SNP se encuentra en una region no
traducida, la regién UTR si que tiene gran importancia en la regulacion de la
expresion génica, por lo que nos planteamos la posibilidad de que tenga un papel
protector en cuanto a la presencia de cardiopatia isquémica. Dadas estas
diferencias, ampliamos el estudio analizando unicamente la presencia de la SNP
rs17735770 de CCL7 en el resto de los 519 pacientes con enfermedad

cardiovascular (angina o infarto) y 771 controles sanos.
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Tabla 11.

Gen Localizacion® Alelos”  SNP ID° Zona“ Efecto codificante® MAF Global' Casos (N=70)° Controles (N=30) p
| Ref | Het | Hom | Ref | Het | Hom |
CCR2 3:46353822 A/G rs3749461 Exont - 5'UTR G=0.0683/342 46 7 0 14 6 1 0,071
3:46354020 /T rs36225401 ND 52 16 1 21 8 0 0,739
3:46354094  G/A rs3092964 G=0.1947/975 4 29 16 1 7 13 0,07
3:46354124  TIC rs3918376 C=0.0044/22 66 3 0 28 1 0 0,837
3:46354176  TIC nueva ND 48 1 0 21 0 0 0,510
3:46354213  T/C nueva ND 68 1 0 29 0 0 0,515
3:46354226  GIT rs140800049 Intron T=0.0010/5 49 1 0 21 0 0 0,514
3:46354295  G/A rs3918361 A=0.1947/975 1 48 4 0 20 0 0,363
3:46357683 G/T rs3918367 Exon2 - ORF NP_001116513.2:;p.V52  T=0.0036/18 69 1 0 29 0 0 0,518
3:46357717  GIA rs1799864 NP_001116513.2:p.v64l  A=0.1538/770 61 8 1 22 7 0 0,233
3:46359752 A/G rs3918386 NP_001116513.2:p.P339 G=0.0711/356 65 5 0 29 0 0 0,140
3:46360034 --C/TGT nueva Exon 2 - 3'UTR ND 69 1 0 29 0 0 0,518
3:46360115 A/G rs140253702 G=0.0034/17 68 1 0 28 1 0 0,523
3:46360527  G/A rs743660 A=0.1949/976 23 44 3 18 10 1 0,026
3:46360562 T/G rs34138562 G=0.1667/835 62 8 0 22 7 0 0,108
3:46360940 A/T rs11575062  Downstream T=0.0683/342 61 9 0 21 7 1 0,102
CCL2  17:34256250 T/C rs4586 ORF NP_002973.1:p.C35 T=0.4577/2292 23 44 3 18 9 3 0,015
17:34256892 CIT rs13900 3'UTR T=0.3632/1819 43 26 1 22 6 1 0,249
CCL7  17:34271039 C/T rs9901581 Intron T=0.0549/275 69 1 0 29 0 o0 0,525
17:34271319  GIA rs70937036 A=0.0044/22 68 2 0 29 0 0 0,366
17:34271356  A/G rs16969398 G=0.0070/35 70 0 O 27 1 0 0,112
17:34271923 TIC rs17735770  3°UTR C=0.0156/78 68 2 0 23 6 0 0,003

Tabla 11. Variantes genéticas encontradas en los genes CCR2, CCL2 y CCL7.
Los exones y las zonas flanqueantes de los genes CCR2, CCL2 y CCL7 fueron secuenciados totalmente, en ambas direcciones, en 70 casos y 30 controles utilizando la técnica de Sanger. La
seleccion y asignacion de casos y controles se explica en el texto. (a) La localizacién de la variante es de acuerdo al genoma de referencia GRCh38.p2 (cromosoma:nimero de bases). (b) Alelos
posibles en cada posicion (alelo presente en el genoma de referencia / variante). (c) Identidad de la variante en la base de datos dbSNP ©0) . (d) Zona del gen en la que se encuentra la variante;
ORF: Open Reading Frame (secuencia codificante); 5'UTR: Regién no traducida del extremo 5°del RNA mensajero (mRNA); 3"UTR: Regién no traducida del extremo 3'del mRNA; Downstream: Mas
alld del extremo 3". No forma parte del mRNA. (e) Se detalla la secuencia del péptido de referencia de GenBank (%) y la variante generada en el caso de que algun cambio afecte a la zona
codificante: NP_001116513.2:p.V64I significa que en la secuencia NP_001116513.2 se produce un cambio en el aminoacido en posicion 64 de Valina a Isoleucina. Si solo aparece un aminoacido es
que la variante no resulta en un cambio de aminoacido. (f) Frecuencia alélica media (MAF: Medium Alelle Frequency), tal y como aparece en dbSNP y proveniente de diversas fuentes,
principalmente del proyecto HapMap (referencia) y del proyecto de los 1000 genomas (referencia). (g) Contaje de los individuos detectados en casos y controles para cada uno de los genotipos
posibles: Ref (nimero de individuos homozigotos para el alelo de referencia); Het (individuos con variante en heterozigosis con el alelo de referencia); Hom (individuos homozigotos para la variante).



5.4 Repercusion de la SNP rs17735770 de CCL?7.

Comparando a los individuos que presentaban ambos alelos T (TT, N = 1165)
frente al cambio de la T por C (CT/CC, N = 125), no encontramos diferencias
significativas entre ambas poblaciones en cuanto a edad, factores de riesgo
cardiovascular ni recuento celular (ver tabla 12), con lo que podemos asumir que se

trata de muestras homogéneas.

Con el mayor tamafio muestral (casos: 519, controles: 771), vemos que se
minimiza la diferencia en la presencia de la SNP rs17735770 de CCL7 en los
controles frente a los casos (controles: 10.9% vs. casos: 7.9%, p=0.075). Tampoco
se encontraron diferencias significativas de la SNP analizandola por sexos ni

diagndstico de ingreso (ver tabla 13).

Estudiamos la evolucion de estos pacientes en funcion de la presencia de la
SNP rs17735770 (tabla 14). Las diferencias obtenidas en cuanto a la presencia de
reingreso hospitalario, con mayor frecuencia en el grupo con el alelo C (CT/CC:
31.8%, TT: 21.1%) no fueron significativas (p=0.101) y el motivo del mismo tampoco,
si bien los pacientes con el alelo C tenian una mayor incidencia de angina (CT/CC:
AE: 21.4%, Al: 28.6% vs TT: AE: 12.1%, Al: 17.8%), sin elevacién de marcadores de
necrosis miocardica, frente al grupo con el alelo T, que tenia mas frecuentemente
IAMSEST e IAMCEST (CT/CC: AE: IAMSEST 14.3%, IAMCEST: 7.1% vs TT:
IAMSEST: 30.8%, IAMCEST: 9.3%) (p=0.49). La lesién causante de este reingreso
fue mas frecuentemente una lesion de novo en ambos grupos, siendo la trombosis y
la reestenosis mas frecuentes en el grupo TT (trombosis 7.5% vs 0%, reestenosis
15% vs 7.1%, p=0.119). Estos datos, aunque no son significativos, podrian sugerir

un papel del alelo TT en la inestabilidad de la placa de ateroma.

Las tasas de mortalidad global fueron similares en ambos grupos (CT/CC:
15.9%, TT: 16.3%, p=0.938) si bien el alelo TT tuvo una mortalidad de origen
cardiolégico (englobando intra y extrahospitalaria) que superé el doble de la que
presentaban los pacientes con el alelo C/T (C/T: 4.5% vs TT: 9,5%, p= 0.274)
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aunque esta diferencia no fue significativa dado el escaso numero de eventos

registrados.

Tabla 12:
TT CT/CC P
N = 1165 N =125

Edad, afios 541 +134 53.8 +15.1 0.835
IMC, kg/m? 28.3+5.0 28959 0.369
Hipertension arterial, n (%) 476 (40.9) 47 (37.6) 0.481
Diabetes mellitus, n (%) 376 (32.3) 45 (36.0) 0.399
Glucemia, mg/dL 95 (86 ; 115) 94 (85;114) 0.856
HbA1C% 52 (4.8;5.7) 5.0 (4.7;54) 0.100
Colesterol total, mg/dL 192.7 +48.4 199.5 +44.0 0.149
Colesterol LDL, mg/dL 118.5 £ 40.1 123.0 £+ 38.8 0.253
HDL bajo, n (%) 424 (40.5) 41 (36.9) 0.348
Triglicéridos, mg/dL 117 (85; 157) 115 (80 ; 163) 0.897
Hemoglobina, g/dL 13.4 (12.0 ; 14.6) 12.9 (12.0 ; 14.0) 0.338
Leucocitos x 103/mm3 8.5(6.9;10.4) 8.4(6.9;9.6) 0.707
Neutréfilos 5.0(3.8;6.5) 45(3.7;6.4) 0.830
Eosindfilos 0.2(0.1;0.3) 02(0.1;0.2) 0.762
Monocitos 0.7 (0.5;0.9) 0.7 (0.6 ; 0.8) 0.903
Linfocitos 1.9(1.6;24) 1.8;1.5;24) 0.716

Tabla 12. Diferencias demograficas y analiticas de las variables CT/CC frente a TT del CCL7
(Rs17735770). No encontramos diferencias significativas entre ambas poblaciones en cuanto a edad, factores

de riesgo cardiovascular ni recuento celular. Los datos son medias (+ SD), medianas (IQR) o frecuencias (%)
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Tabla 13.

TT (%) CT/CC (%) p
Casos frente a controles totales 0.075
Controles
687 (89.1) 84 (10.9)
N=771
Casos
478 (92.1) 41(7.9)
N =519
Diferencias por sexo dentro de los casos 0.325
Hombres
349 (93) 27 (7)
N =376
Mujeres
129 (90) 14 (10)
N =143
Diferencias segun el diagnéstico del ingreso 0.458
Angina Estable
N = 27 25 (92.6) 2(7.4)
Angina
Inestable 74 (914) 7(8.6)
N =81
Infarto No Q
N = 214 193 (90.2) 21(9.8)
Infarto
Transmural 186 (94.4) 11(5.6)
N =197
Diferencias entre controles, evento isquémico sin dafio tisular (angina) y con dafio tisular (IAM) 0.207
Controles
679 (89.1) 83 (10.9)
N =762
Angina
106 (91.4) 10 (8.6)
N=116
IAM
380 (92.2) 32 (7.8)
N =412

Tabla 13. Presencia del alelo T o C de la SNP Rs17735770 de CCL7 en casos vs controles, segun el sexo,
segun caracteristicas del evento. No se observan diferencias significativas por casos/controles, sexo ni evento
del ingreso.

Los datos son frecuencias N (%).
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Tabla 14:

T CT/ICC p
Motivo de reingreso N =107 N= 14 0.49
Angina estable 13 (12.1) 3(21.4)
Angina inestable 19 (17.8) 4 (28.6)
Infarto sin elevacion del ST 33(30.8) 2(14.3)
Infarto con elevacion del ST 10 (9.3) 1(7.1)
Insuficiencia cardiaca 25(23.4) 2(14.3)
Arritmia ventricular 2(1.9) 0(0)
Ictus 4(3.7) 2(14.3)
Lesion causante del reingreso 0.119
Trombosis 8 (7.5) 0(0)
Reestenosis 16 (15) 1(7.1)
Lesion de novo 29 (27.1) 8 (57.1)
Otro 16 (15) 0 (0)
Morta"dad—
Mortalidad por cualquier causa 81(16.3) 7(15.9) 0.938
Mortalidad desglosada: 0.482
No fallecido 414 (83.6) 37 (84.1)
Mortalidad Cardiaca intrahospitalaria 23 (4.6) 1(2.3)
Mortalidad Cardiaca extrahospitalaria 24 (4.8) 1(2.3)
Mortalidad por complicaciones del
tratamiento () 00
Mortalidad no cardiologica 29 (5.85) 5(11.5)
Mortalidad Cardiaca intra o extrahospitalaria 47 (9.5) 2(4.5) 0.274

Tabla 14. Datos evolutivos en funcién del alelo T o C de la SNP Rs17735770 de CCL7 . No se obtuvieron
diferencias significativas, si bien se observa que el grupo de pacientes con el alelo C tienen una tasa mayor de
reingreso fundamentalmente a expensas de angina (estable e inestable), si bien la mortalidad de origen
cardiolégico es menor. No se observo ningin caso de trombosis de stent en el grupo con el alelo C.

Los datos son frecuencias, n (%).
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5.5 Analisis de casos jovenes frente a controles jovenes.

Dado que los factores de riesgo cardiovascular tienen mas peso en el
desarrollo de la enfermedad aterosclerética en edades avanzadas y que la carga
genética es mas importantes en los casos mas precoces, decidimos seleccionar a
los sujetos jovenes (varones < 58 afos, n=429 vs. mujeres < 65 anos, n=425)
quedando incluidos en este subestudio 854 individuos de los cuales 222 eran casos

y 632 controles.

Encontramos que los casos eran mayores (controles: 45.0 £ 8.9 vs. casos
50.3 £ 6.8 afios, p<0.001), predominantemente hombres (controles: 41,8% vs casos:
74,3%, p<0.001), fumadores (controles 25.6% vs. casos: 60.4% p<0.001),
hipertensos (controles: 17.4% vs. casos: 47.3%, p<0.001), con niveles bajos de HDL
(controles: 71.9% vs. casos: 20.7%, p<0.001) y elevados de triglicéridos (casos: 140
(113 ; 183) mg/dl vs. controles: 102 (72 ; 148) mg/dl, p<0.001). Destaca, al igual que
en el estudio de la poblacion completa, que los casos tenian niveles mas bajos de
LDL, atribuidos al tratamiento con estatinas a dosis alta independientemente de los
niveles de LDL. Ademas presentaban niveles mas elevados de parametros de
reaccion inflamatoria como PCR (controles: 0.34 (0.32 ; 0.52) mg/l vs. casos: 1.22
(0.35 ; 2.92) mg/l. p<0.001), leucocitos (controles 7.55 (6.85 ; 8.85) x 10° /mm? vs.
casos: 9.50 (7.4 ; 10.9) x 10° /mm?®, p= 0.018) y fibrindgeno (controles: 3.1 (2.7 ; 3.6)
vs. casos: 4.2 (3.5 ; 5.0); p<0.001) como era de esperar. En este caso el cambio del
alelo T por C (TT frente a CT/CC) si alcanzé la significacion estadistica siendo mas
frecuente TT en los casos (casos: 95% vs controles: 89.6%) y CT/CC en los
controles (controles: 10.4% vs. casos: 5%, p=0.014), como se puede observar de
forma grafica en la figura 12, sugiriendo una funcién protectora al cambio de la base

nitrogenada.
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Tabla 15. (Pie de pagina a continuacion)

CONTROLES N = 632 CASOS N =222 P
Edad, afios 450+8.9 50.3+6.8 <0,001
Hombres/muijeres, % 41,8 /58,2 74,3125,7 <0,001
Indice de masa corporal, kg/m? 28 +52 29,8+6,8 0,123
Tabaquismo, n (%) No 389 (61.6) 52 (23.4) <0,01
Fumador 162 (25.6) 134 (60.4)
Exfumador 81(12.8) 36 (16.2)
Hipertension arterial, n (%) 110 (17,4) 105 (47,3) <0,001
Historia de dislipemia, n (%) 88 (13,8) 104 (46.8) <0.001
HbA1c, % 49 (4.7;5.3) 5.6(54;6.2) <0.001
Glucemia, mg/dL 89 (82 ; 100) 99 (90;122) <0.001
Insulinemia 7.25(4.7;11.2) 7.69 (5.54 ; 11.3) <0.181
Diabetes mellitus , n (%) 131 (20.7) 51(23.0) 0.482
Colesterol total, mg/dL 0.2 (0.1;0.3) 0.2 (0.1;0.2) <0.001
Colesterol LDL, mg/dL 132.6 + 34.0 102 = 39.1 <0.001
Triglicéridos, mg/dL 102 (72 ; 148) 140 (113 ; 183) <0.001
HDL bajo, n (%) 130 (20.7) 115(71.9) <0.001
Estatinas, n (%) 85 (13.4) 207 (94.19) <0.001
PCR (mg/L) 0.34 (0.32; 0.52) 1.22(0.35;2.92) <0.001
Fibrinégeno 3.1(2.7;3.6) 4.2(3.5;5.0) <0.001
Leucocitos x 103 /mm?3 7.55 (6.85 ; 8.85) 9.50(7.4;10.9) 0.018
GOT 23.9(18.0; 37.0) 29.6 (22.4 ; 55.0) 0.139
GPT 29.1(20.2;53.1) 38.5(25.1; 65.5) 0.361
Creatinina 0.80 (0.7 ;0.9) 1.00 (0.88; 1.13) <0.001
CCL7,n (%) T 566 (89.6) 211 (95) 0,014
CTiCcC 66 (10.4) 11 (5)
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Tabla 15. Analisis de pacientes jovenes (varones < 58 afios, n=429 y mujeres < 65 afios, n=425). Los casos
presentan mayor edad, son predominantemente hombres, fumadores, hipertensos, con niveles bajos de HDL y
elevados de triglicéridos (destaca al igual que en el estudio de la poblacién completa que los casos tenian
niveles méas bajos de LDL atribuidos al false descenso de las concentraciones observado durante la fase aguda
del infarto y al tratamiento con estatinas a dosis alta independientemente de los niveles de LDL). Ademas
presentan niveles mas elevados de PCR, leucocitos y fibrinégeno. EI cambio del alelo T por C (TT frente a
CTICC) es mas frecuente TT en los controles de forma significativa.

Los datos son frecuencias (%), medias + desviacién standard o medianas (IQR)

Figura 12. Alelo T frente a C en casos y controles jovenes. (varones < 58 afios, n=429 y mujeres < 65 afios,

n=425). Diagrama de barra 100% apilada.
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Dada la presencia de multiples factores de riesgo cardiovascular en la
enfermedad ateroscleroética, realizamos una regresidon logistica multivariable (ver
tabla 7) en la que obtuvimos significaciéon estadistica en cuanto a la edad,
hipertension arterial, antecedente descrito de dislipemia y tabaquismo activo como
fuertes factores de riesgo cardiovascular ya demostrados en multiples estudios, pero
ademas se alcanzo la significacidén en la presencia de los alelos TT como factor de
riesgo cardiovascular en los varones jévenes (p:0.02), sin llegar a serlo en el caso de

las mujeres.

Es de destacar que no hemos observado un efecto lineal en cuanto a la
relacion de la edad con la presencia de enfermedad aterosclerdtica sino que
presenta una evolucién sigmoidea con un aumento progresivo de la incidencias de la
cardiopatia isquémica hasta los 45-50 afios con estabilizacion en meseta hasta los
60-65 afos en los que vuelve a aumentar progresivamente. Esta evolucién se

muestra de forma grafica en la en la figura 13.

Tabla 16.
P OR (95% ClI)

Edad <0.001 Efecto no lineal (ver figura 13)
Hipertension arterial <0.001 2.82(1.79;4.44)
Historia de dislipemia <0.001 3.69 (2.32 ; 5.87)
Fumador activo <0.001 6.92 (4.49;10.7)
Polimorfismo CCL7: alelo TT

Hombres 0.020 3.97 (1.24 ;12.7)

Mujeres 0.897 1.08 (0.33 ; 3.6)

Tabla 16. Regresion logistica multivariable. Observamos que comparando mdltiples factores contintian siendo
significativos los factores de riesgo cardiovascular clasicos ya establecidos (edad, hipertensién, dislipemia,
tabaquismo activo), asi como la presencia del alelo TT de CCL7 en hombres jovenes (no fue significativo en
mujeres jovenes, probablemente por el efecto protector del estradiol hasta la menopausia)
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Figura 13. Efecto no lineal de la edad en la probabilidad de enfermedad coronaria.
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5.6 Impacto de la variante rs17735770 en la estructura del
mRNA en la zona 3'UTR.

El gen de CCL7, tal y como revela un analisis de comparacion de secuencias
realizado con el programa BLAST® ©”) | se encuentra exclusivamente en mamiferos.
A pesar de encontrarse en el extremo 3" UTR del mRNA, una zona no codificante, el
entorno inmediato de la variante rs17735770 se encuentra altamente conservado en

diferentes especies (Tabla 17).

NM_006273.3 476 TCTAAGGAATATGAGCTTTATGTAATAATGTGAATCATGGTTTTT 520
XM 003278361.3 470 TCTAAGGAATATGAGCTTTATATAATAATGTGAATCATGGTTTTT 514
XM 002748371.3 466 TCTAAGGAATATGAGTCTTATGTAATAATGTGAATCATGGTTTTT 510
XM _008695392.1 535 -CTAAGGAATATGAGATTTGTGTAATAATGTGAATCATGGTTTTT 578
XM _004747090.2 457 TCTAAGGAATATGAGATTTGTGTAATAATGTGAATCATAGTTTTT 501
XM 005597581.1 466 TCTAAGGAATGTGAGTTTTGTGGAATAATGTGAATTATAGTTTTT 510
Consenso TCTAAGGAAT*TGAG*TTT*T**AATAATGTGAAT*AT*GTTTTT

Tabla 17 . Conservacion de la secuencia adyacente a la variante rs17735770 en el extremo 3'UTR del
mRNA de CCL7 en diferentes especies de mamifero. Los numeros indican la posicién en el transcrito maduro
(mRNA). NM_006273.3: Homo sapiens chemokine (C-C motif) ligand 7 (CCL7) mRNA; XM_003278361.3 :
Nomascus leucogenys chemokine (C-C motif) ligand 7 (CCL7) mRNA; XM_002748371.3: Callithrix jacchus
chemokine (C-C motif) ligand 7 (CCL7) mRNA; XM_008695392.1: Ursus maritimus chemokine (C-C motif) ligand
7 (CCL7), mRNA; XM_004747090.2: Mustela putorius furo C-C motif chemokine 2 (LOC101686339), mRNA;
XM_005597581.1: Equus caballus chemokine (C-C motif) ligand 7 (CCL7), mRNA. El nucleétido T
correspondiente al alelo silvestre de la variante se muestra en rojo.

El escrutinio de esta zona en el UCSC Genome Browser, una base de datos
gendmicos de la Universidad de California Santa Cruz ®” predijo, mediante la

utilizacion del software TargetScanHuman v. 5.1 €9

, un sitio de unién para los
microRNA miR-23a y b, genéricamente expresados como miR-23ab. Como se
muestra en la figura 14, este sitio se encuentra entre las coordenadas 17:
32598948 — 32598955 (genoma de referencia GRCh37/hg19) y fué identificado por el
programa de escrutinio tal y como se describe en la seccidon material y métodos. El
programa asigna una puntuacion centesimal de acuerdo a la fiabilidad de la

prediccion y al contexto, obteniéndose en este caso una puntuacion de 98/100.
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Figura 14. Analisis genémico de la zona que contiene la variante rs17735770. Captura de pantalla del UCSC Genome Browser, indicando de arriba a abajo la
posicion en el genoma de referencia hg19, la presencia de genes y transcritos registrados en RefSeq y otras fuentes (dbEST y GenBank), la presencia de sitios
hipersensibles a DNasal en cromatina, la presencia de secuencias de reconocimiento para miRNAs (miR-23ab en este caso), un alineamiento en 5 especies de
mamifero con una apreciacion del grado de conservacion en su margen superior y, finalmente, la posicién de la variante rs17735770.



Aunque la variante rs17735770 no afecta al sitio de unién de miR-23ab per se,
se planted la posibilidad de que esta variante pudiera afectar la estructura del RNA
en esa zona. Por ello, utilizamos un algoritmo para calcular el efecto de la sustitucion
en la estructura del RNA préximo a la variante. El algoritmo utilizado, SNPfold,
evalua los efectos de una variante en la estructura secundaria de una molecula lineal
de RNA, y lo expresa mediante un coeficiente de correlacion que muestra el grado
de accesibilidad de los nucleétidos en la estructura. Cuanto mayor es la participacion
del nucledtido en la estructura, menor es su accesibilidad, por lo que su coeficiente

de correlacion es también menor 9

El programa SNPfold predijo una estructura secundaria de tipo horquilla (hairpin)
que es estabilizada por la presencia de la variante (Figura 15). Este hecho implica
que la estructura secundaria en esta zona es mas estable en presencia de la
variante C que cuando esta presente el alelo mas frecuente, T. El coeficiente de
correlacién afecta, mayoritariamente, a los nucleétidos que se encuentran entre la
variante y la secuencia de reconocimiento para miR-23ab, incluyendo también al

primer nucledétido (en posicion 20) de dicha secuencia (Figura 15, E).
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Figura 15. La variante rs17735770 provoca, segun el algoritmo SNPfold, un cambio en la estructura del RNA que afecta al sitio de union de miR-23ab. (A) Prediccién
del apareamiento de bases en el alelo silvestre (T). Cuanto mas claro es el color, mas fuerte es la interaccion. (B) Representacién del grafico anterior. (C) Prediccién del
apareamiento (D) Grafico que representa el perfil de accesibilidad (E) Datos representados en D. En rojo se representa la variante rs17735770. Los nucledtidos que se
representan en azul son los que, junto con el nucleétido en posicién 20, ya en la secuencia de unién del miR-23ab, se encuentran mas afectados en cuanto a un descenso muy
significativo en la accesibilidad.



6. DISCUSION.

En nuestro estudio, hemos buscado una influencia entre los factores
genéticos (en concreto, cambios en la secuencia de ADN que codifica el
sistema del receptor de CCR2 y sus ligandos CCL2 y CCL7), los inflamatorios y
los factores de riesgo cardiovascular clasico frente al desarrollo y evoluciéon de

la cardiopatia isquémica.

Encontramos que el cambio de una timina por una citosina en posiciéon
34271923 del cromosoma 17 (SNP rs17735770 de CCL7) se muestra como
factor protector frente al desarrollo de cardiopatia isquémica, y preferentemente
frente a la inestabilizacion de la placa de ateroma, en el subgrupo de pacientes
jévenes en los que tienen mas importancia los factores genéticos frente a los
factores de riesgo cardiovascular clasicos. De cara a analizar las conclusiones,
discutimos primeramente los datos de la poblacién estudiada y perfil clinico y

analitico de los pacientes incluidos.
6.1 Descripcion de la poblacién estudiada.

Como era de esperar, los casos no son iguales que los controles. Son mas
hipertensos, mayores, varones, fumadores, diabéticos, dislipémicos y con
cardiopatia isquémica previa, pero sin embargo, presentaron niveles mas bajos
de colesterol LDL. Atribuimos este hallazgo a que todos los pacientes recibian
tratamiento con lipidos que presentaran. Ademas, en la fase aguda de un
evento coronario agudo existe una reduccién de las cifras de colesterol que se
inicia en las primeras 24-48 horas y alcanza su maxima reduccion en torno al
4°-5° dia (hasta un 47% de los niveles previos de HDL y LDL) mientras que
aumentan los niveles de triglicéridos. Estas alteraciones se normalizan a los

dos meses del evento coronario ©V .
También es de destacar que observamos un efecto no lineal de la edad en

la probabilidad de desarrollo de enfermedad coronaria presentando una meseta

en torno a los 50-65 afios en la que se estabiliza. Esta caracteristica no se ha
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observado en estudios previos coetaneos ©8) en los que el efecto de la edad
era progresivo. Entre las causas podria encontrarse la intervencion médica con
control de los factores de riesgo cardiovascular que se intensifica en personas

de esa franja de edad.

Separando los pacientes en funcién del diagndstico del ingreso, destaca
que la principal relacién con los factores de riesgo cardiovascular clasicos la
encontramos entre el tabaco y el infarto con elevacion del ST mientras que en
los pacientes con angina o infarto sin elevacién del ST el riesgo cardiovascular
aumenta fundamentalmente a expensas de la diabetes, la hipertension arterial
y los niveles elevados de colesterol total, LDL vy triglicéridos. Esto es debido a
que los pacientes con un infarto sin elevacion del ST tienen mas
frecuentemente enfermedad coronaria multivaso y con un desarrollo mas
progresivo y crénico en relacidén con la mayor incidencia de diabetes mellitus,
dislipemia e hipertension, favoreciendo el desarrollo de circulacion colateral que
evita la elevacién del segmento ST en el electrocardiograma a pesar de la

oclusién de la arteria.

Para analizar la estrategia terapéutica empleada, hemos comparado
nuestros datos con un registro nacional de sindrome coronario agudo
(MASCARA, MAnejo del Sindrome Coronario Agudo. Registro Actualizado® )
que incluye a pacientes recogidos entre 2004-2005. En nuestro estudio, existe
un mayor porcentaje de prescripcion de tratamiento farmacolégico de acuerdo
a las guias de practica clinica establecida y de pacientes revascularizados
tanto de forma percutanea como quirdrgica aunque con tasas de angioplastia

primaria menores.

En relacion a la terapia de reperfusién observamos, aunque sin alcanzar
diferencias significativa, que los hombres recibian este tratamiento con mas
frecuencia que las mujeres. Es el ya conocido como “sesgo terapéutico del
género”, por el que encontramos diferencias en la administracion del
tratamiento en hombres frente a mujeres y que es atribuido fundamentalmente,
en el caso de la cardiopatia isquémica, al infradiagnostico en las mujeres

porque tienden a presentar una clinica atipica, y por la consulta tardia con los
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servicios de urgencias. En nuestro estudio hemos encontrado que un 40% de
las pacientes mujeres con infarto con elevacion del ST no recibieron terapia de
reperfusion urgente frente al 30.8% de los pacientes varones. Estas diferencias
ya eran conocidas en registros previos; por ejemplo en un estudio
observacional sueco de 2004 en el que los varones tenian 1.5 veces mas

probabilidad de recibir terapia de revascularizacion (%9)

y también en un estudio
observacional americano multicéntrico '°? en el que obtuvieron tasas de
revascularizacion urgente por sexos similares a las nuestras aunque las
diferencias resultaron significativas dado el mayor tamafio muestral (27% de los
varones no recibieron terapia de reperfusion urgente frente al 44% de las
mujeres que no la recibieron, p<0.001). Por el contrario, y a diferencia de

(19) en los que las mujeres tienen una menor tasa de infarto

estudios previos
con elevacion del ST (28.2% de la mujeres se presentaban con este
diagnostico al ingreso frente al 35.1% de los varones) en nuestra serie

obtuvimos resultados similares (38% en hombres, 36.3% en mujeres).
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6.2 Relacién entre la cardiopatia isquémica y la

inflamacion.

En 2009 Di Stefano et al. publicaron un estudio pequefio (n= 40) en el
que analizaron las diferencias en el patron de inflamacion analitico encontrado
en los pacientes con infarto transmural frente al infarto subendocardico.
Concluyen que los pacientes con SCACEST presentan niveles mas elevados
de parametros de inflamacion, existiendo una correlacién entre los niveles de

proteina C reactiva (PCR) y los de leucocitos con los de troponina "V .

En nuestro caso hemos encontrado datos en la misma linea que
correlacionan del perfil inflamatorio con el evento coronario. Observamos
niveles mas elevados de leucocitos, PCR y fibrinbgeno en los pacientes con
infarto, es decir, con elevacion de troponina y por tanto con necrosis tisular que
activaria la respuesta inflamatoria, frente a los pacientes con angina (estable o
inestable), es decir, con isquemia pero sin necrosis. En nuestro caso también
hemos analizado a controles sanos en los que los parametros de reaccion
inflamatoria se encuentran en niveles similares a los pacientes con angina, lo
cual indica que es la necrosis establecida y no la isquemia tisular la que

desencadena la respuesta inflamatoria.

En estudios previos, también se apoyaba esta relacién de la necrosis
con la respuesta inflamatoria y el remodelado postinfarto a través de la
activacion de mecanismos especificos que estimulan la liberacidn de
biomoléculas en el miocardio %Y. El efecto es progresivo habiéndose descrito
incluso un aumento de la mortalidad por SCA en los pacientes con mayor

elevacion de biomarcadores de inflamacion (1%
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6.3 Influencia de la SNP rs17735770 de CCL7 en la

cardiopatia isquémica.

En nuestro estudio, hemos encontrado 22 SNPs en el sistema del
receptor CCR2 y sus ligandos. Tres de estas mutaciones no estaban descritas
previamente y se localizan en el gen CCR2. Nos centramos en la SNP
rs17735770 de CCL7 dado que los datos de la muestra inicial sugerian un
papel como factor protector frente a la aterosclerosis, puesto que presentaba
una mayor frecuencia en los controles frente a los casos. Aumentando el
tamano muestral (casos: 519, controles: 771) estas diferencias se minimizaron
siendo no significativas (controles: 10.9% vs. Casos: 7.9%, p=0.075). Sin
embargo, excluyendo a los pacientes de mayor edad en los que los factores de
riesgo cardiovascular clasicos tienen un mayor impacto y analizando
unicamente el subgrupo de pacientes mas jovenes en los que los factores
genéticos tienen mayor influencia en el desarrollo de la cardiopatia isquémica,
si obtuvimos diferencias significativas en cuanto la presencia de la SNP rs
17735770 tanto en analisis univariante (controles: 10.4% vs. casos: 5%,
p=0.014) como multivariante. Por el contrario, en mujeres no se alcanzé la
significacién en el analisis multivariante lo cual lo atribuimos a que las mujeres
ya presentan un patron hormonal protector en esta franja de edad
(principalmente gracias a los niveles de estradiol) y que se disipa tras alcanzar

la menopausia "%

En la disfuncion endotelial avanzada se produce vasoconstriccion y las
células endoteliales incrementan la expresion de moléculas que facilitan la
adhesion de los monocitos y las plaquetas a los vasos. Los mediadores
inflamatorios causan apoptosis de las células endoteliales y las células
musculares lisas, y producen proteinasas como la metaloproteinasa 2 (MMP-2
o0 gelatinasa A) reguladas por las lipoproteinas oxidadas y las citocinas. La
MMP-2 contribuye a la agregacion/proliferacion celular, a la degradacién de la
capa fibrosa y a la agregacion plaquetaria, junto con los granulos liberados por
las propias plaquetas (TXA2, ADP y FG2) lo que favorece la aterotrombosis!'®.

Sin embargo, la identificacion de la funcion de la gelatinasa A en la
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transformacion del CCL7 pone de manifiesto la interseccion de otro mecanismo

que puede intervenir en la autoregulacion del proceso inflamatorio.

El CCL7 se une a los receptores CCR1, CCR2 y CCR3 de los leucocitos
movilizando el calcio intracelular y favoreciendo la migracién celular dirigida de
los leucocitos. EI CCL7 es estructural y funcionalmente similar a CCL2 y es un

105

potente quimioatrayente in vitro para los monocitos!'®®, las células T'%® y las

107

células NK'%). Se ha demostrado en una cepa de ratén CCL7" que el CCL7

funciona como un ligando importante del CCR2 que mejora el reclutamiento in

vivo de los monocitos a los lugares de inflamacion!'%)

. Igualmente, se ha
encontrado que los ratones que carecen del CCR2 (el receptor primario para
CCL2 y CCL7) presentan de forma significativa una menor infiltracién de
monocitos y una mayor reduccion de las metaloproteinasas y del TNF-alfa en la
zona infartada''®®). Por tanto, la menor produccién sistémica del CCR2 o sus

ligandos (CCL2 y CCL7) favorecerian una menor respuesta inflamatoria’®®.

Sin embargo, en el caso de la placa de ateroma establecida, hay
algunas diferencias que afectan a la funcién del CCL7, puesto que en el interior
de la placa encontramos gelatinasas (MMP-2 y MMP-9) y metaloproteinasa 7
(MMP7) producidas por células del tejido conectivo, que producen la proteolisis
de CCL7 ®® escindiéndola de su extremo N terminal que resulta fundamental
para que active al receptor CCR2®%. De hecho, debido a su &cido
piroglutdmico NH2-terminal, el CCL7 no puede ser escindido por la proteasa
serina CD26/dipeptidil peptidasa IV (DPP 1V), que elimina el dipéptido NH2-
terminal de muchas quimiocinas''?). Sin embargo, el CCL7 humano (1-76) es
procesado por la gelatinasa A en CCL7 (5-76), lo que lleva a la pérdida de
actividad®®. Después de la escision por esta metaloproteinasa, el CCL7
todavia se une a sus receptores, pero ya no induce el flujo de calcio de la
célula ni por tanto la quimiotaxis. En consecuencia, el CCL7 escindido actua
como un antagonista de la quimiocina natural, a diferencia de su accién
agonista sistémica, reduciendo la inflamacion'"""'?.  Adicionalmente, a la
pérdida de la funcion agonista sobre el CCR, el CCL7 antagoniza la respuesta
posterior no solo para el CCL7, sino también para el CCL2. A este respecto,

estudios previos han demostrado la relevancia fisiolégica de la actividad
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antagonica del CCL7®®. De hecho, las cantidades relativas de CCL7 intacta y
escindidas que estan presentes después de la escision fisiopatolégica del
CCL7 por parte de la gelatinasa A parecen regular la quimiotaxis y el grado de

(199 " Ademas, se ha descrito que la produccion de una proteina

inflamacion
mutante de CCL2 que carece de su extremo N terminal (similar a la
modificacion que produce la MMP2 en CCL7) produce una inhibicion de la
actividad de CCR2 y por tanto, una reduccién en la migracion de los monocitos

al lugar de inflamacién '3,

A esto se suma que durante la fase aguda del infarto de miocardio,
aumenta la produccion de varias citocinas, entre ellas el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a), la interleucina—6 (IL-6), la interleucina—1 beta (IL-1B) y el
factor de crecimiento transformante—beta (TGF—1)""*1"%_ Estas citocinas no
se encuentran constitutivamente expresadas en el corazén en condiciones
normales; sin embargo ante un dafo al miocardio, se presenta un gran

aumento en sus niveles plasmaticos!!'"")

. En modelos experimentales de
infarto de miocardio se ha determinado un aumento de hasta 50 veces en los
niveles de RNA mensajero para TNF-a, IL-6 e IL-1 B dentro de las primeras
horas después de la isquemia en el area infartada y un aumento de hasta 15
veces en la zona del miocardio no infartado!''®"®. Debido a que el TGF-B1 es
un factor de crecimiento que favorece la reparacién de la herida y estimula la
MMP2 reprimiendo otras MMP, la interaccion de la MMP2 con el CCL7 puede
ser un factor clave en el cese de la respuesta inflamatoria!'?*'%? en pacientes
con placas proclives a la rotura y a la aparicion de un sindrome coronario

agudo.
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Alelo T (silvestre) de la SNP rs17735770 DE CCL7 Alelo Cdela SNPrs17735770 DE CCL7
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Figura 16. Propuesta sobre la diferente infiltracion de monocitos en la placa de ateroma en el alelo
C de de la SNP rs 17735770 de CCL7. En la imagen de la izquierda vemos la infiltracién por monocitos
en la placa de ateroma con el alelo silvestre. En la imagen de la derecha, con el alelo C de la SNP
rs17735770 aumentaria la sintesis de CCL7 que a nivel de la placa de ateroma actua como inhibidor de

CCR2 y por tanto produciendo un menor contenido en células inflamatorias.

En relacioén a la presencia de modificaciones genéticas a nivel del CCL7,
algunos investigadores han generado variantes que no se unen a los
glicosaminoglicanos de la superficie celular, afectando esto a su funcién a la

122) | lamativamente,

hora de inducir la migracion transendotelial del leucocito (
en nuestro estudio, el cambio de una timina por una citosina en posicion
34271923 del cromosoma 17 (exé6n 3 del gen de CCL7, region 3° UTR) no

codifica para un cambio de aminoacido, pero si que se traduce en una
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modificacion en el RNA mensajero. Aunque no sean codificantes, las regiones
5%y 3" no traducidas de los mRNA tienen un papel estructural importante, ya
que pueden determinar la traduccién y la estabilidad de un mRNA. Como
muestra la figura 17 las zonas 5y 3'no traducidas a proteinas (UTR) contienen
secuencias que, tras la formacién de estructuras secundarias y terciarias
especificas, ofrecen sitios de union para complejos ribonucleoproteicos que
pueden regular la traduccién del mRNA, ofreciendo por tanto, un mecanismo

de regulacién post-transcripcional.

En el caso de la variante rs17735770, el cambio de T a C produce, de
acuerdo al algoritmo empleado por el programa SNPfold, un cambio
conformacional que refuerza la estabilidad de una estructura secundaria en
forma de bucle. Esta caracteristica adquiere una mayor importancia al
coincidir con un lugar de unién para miR-23ab, un tandem de micro RNAs. El
modelo predice que la estructura secundaria presente en la variante es mas
estable y, por tanto, menos accesible para hibridar con otros acidos nucleicos

como los miRNA.

SSE poly(A)
5-UTR ORF 3-UTR ————

o Q‘.'/\ &)

encoded protein

Figura 17. Elementos reguladores en las zonas no traducidas de los mRNA. Los extremos 5’y 3'no
traducidos de los mRNA contienen elementos estructurales que pueden ser reconocidos por diversos
complejos nucleoproteicos. Estos elementos pueden aportar niveles de control a la traducibilidad y la
estabilidad del mMRNA. Tomado de Di Liegro et al (123,
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Los microRNAs son pequefias moléculas de RNA que pueden participar
en varios aspectos de regulacion post transcripcional a través de su union,
principalmente, a las zonas 3’ no traducidas de los mRNA eucariotas!'?412),
Aunque la funcion mas conocida de los miRNAs parece ser el control de la
estabilidad del mRNA, alterando su grado de poliadenilacién o comprometiendo
la integridad del CAP en el extremo 5°, parace ser que también podrian influir
en la accesibilidad del mMRNA a la maquinaria de traduccion y a la eficiencia del
proceso de traduccion per se. Una vision general sobre los aspectos que

puede regular los miRNAs se muestra en la figura 18.

Deadenylation followed by mRNA degradation Degradation of nascent polypeptides
B g

m7GprAAA: c::ca> opp— v :—@—AAA
mYe
AnA
=\

Inhibited cap recognition or 60S joining / Slowed elongation or premature termination
“ao{® ODD
“E‘m7Gppp AUG  ORF AAA m7Gppp ——; y ' AAA
U

60S Current Opinion in Cell Biology

Figura 18. Modelos de regulacién post-transcripcional mediada por miRNAs. Los
miRNA, tras su unién, principalmente en los extremos 3'UTR del mRNA, pueden
iniciar, tras el reclutamiento local de maquinaria especifica, varios procesos de control
en la productividad del mRNA afectado. Por un lado, pueden promover la
deadenilacion, que conduce a la degradacién del mRNA por 3’exonucleasas. Por otro
lado, puede afectar a varios procesos implicados en la iniciacién, elongacion y
terminacion de la traduccion. Tomada de Chekulaeva et al (127,

Asi, en base a estas observaciones y conocimientos, es tentativo
especular acerca de la implicacion de estos hallazgos. Podriamos pensar que
miR-23ab modula la expresion de CCL7 favoreciendo su degradacion o su
accesibilidad a la maquinaria de traduccion. Este es un mecanismo
ampliamente utilizado en numerosas moléculas de sefalizacion que tienen
unidades trascripcionales pequefas: se transcriben rapido, se traducen, hacen

su funcién y desaparecen '® . Para que esto sea posible, tiene que haber
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mecanismos que limiten la vida media del mRNA, como los miRNA. Al
estabilizar la estructura circundante al sitio de union del miRNA, podemos
plantearnos la posibilidad de que el apareamiento intracatenario es mas fuerte
en esa zona, por lo que dificultaria la unién de un miRNA. La presencia de
menos moléculas de mMRNA ocupadas por miRNAs puede suponer un aumento
neto de CCL7 al estabilizar un numero mayor de moléculas de mRNA. Como
hemos visto en la introduccién, el ambiente proinflamatorio de la placa de
ateroma, donde se encuentra, entre otras proteasas, la gelatinasa A (MMP2 /
EC 3.4.24.24) ®®  que proteoliza el CCL7 generando un nuevo ligando de
CCR2 pero que, en este caso, se comporta como antagonista. Esta
observacion sugiere que la protedlisis de CCL7 por MMP2 es un mecanismo de
regulacion negativo para controlar la sefalizacion via CCR2 y modular asi la
respuesta inflamatoria. Si ademas, afadimos que la expresion del RNA
mensajero del CCL7, como ocurre con el CCL2, estad aumentada en las zonas

(121129) 5ptendriamos no solo un aumento de la vida

de infarto de miocardio
media sino también un aumento de su expresion, lo que se traduciria en una
mayor actividad antagoénica sobre el CCR2 en la placa de ateroma. Esto
explicaria, en parte, el porqué el CCL7 esta transitoriamente aumentado en el

130) y porqué nuestros pacientes

tejido cardiaco tras un infarto de miocardio (
varones mas joévenes con cardiopatia isquémica, portadores de un cambio de
una timina (T) por una citosina (C) en el SNP rs17735770 de CCL7 (genotipos
CT y CC), presentan de forma significativa una menor incidencia de
cardiopatia isquémica. Igualmente, las estatinas, que tienen un efectos anti-
inflamatorios independientemente de su intervencidn sobre los niveles de

31 pueden favorecer la estabilidad de la placa actuando

colesterol plasmatico (
a través de diferentes mecanismos pleiotropicos entre los que se encuentra la
reduccion de la sintesis de quimioquinas (CCL2, CCL7,

CCL13, CCL18, CXCL1) a nivel sistémico.

Este posible mecanismo fisiopatolégico deducido de la evidencia
publicada al respecto, podria explicar el papel de la SNP rs17735770 como
factor protector en el desarrollo de la enfermedad aterosclerética que hemos

objetivado en nuestro estudio, si bien la ausencia de evidencia experimental
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limita nuestras observaciones, planteandose el estudio funcional de la variante

genética para investigaciones futuras.
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7. CONCLUSIONES.

Los monocitos juegan un papel central en el desarrollo de la cardiopatia
isquémica y sus complicaciones siendo una de las claves su diapédesis
al interior de la placa de ateroma inducida por el receptor CCR2 y sus

ligandos.

Se observa un aumento de los parametros de inflamacion en los
pacientes con necrosis tisular frente a los pacientes con isquemia y los

controles sanos.

La presencia de la SNP rs 17735770 es un factor protector frente al
desarrollo de cardiopatia isquémica exclusivamente en varones jovenes,
incluso ajustado por el resto de factores de riesgo cardiovascular

clasicos.

En mujeres no encontramos como significativa la intervencién de la SNP
rs 17735770 probablemente por el efecto protector en esta franja de

edad de las concentraciones de estradiol.

No hemos encontrado diferencias significativas en cuanto a la evolucion
clinica de los pacientes en funcion de la SNP rs 17735770 aunque los
datos sugieren que podria tener una mayor proteccion frente a la

hiperplasia neointimal y la trombosis aguda tras el implante de un stent.

Es llamativo el efecto no lineal de la edad en la probabilidad de
desarrollo de enfermedad coronaria que hemos observado en nuestra
poblacién con una meseta de estabilizaciéon en torno a los 50-65 afos y

que no se ha descrito en otras poblaciones coetaneas.
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