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ADN: acido desoxirribonucléico

ANCOVA: analisis de la covarianza

ANP: péptido natriurético auricular

ApoB: apolipoproteina B100

ARNm: acido ribunucléico mensajero

BNP: péptido natriurético cerebral

Cl: cardiopatia isquémica

CrCl: aclaramiento de creatinina

EAC: enfermedad arterial coronaria

ECM: enfermedad clinica mantenida

EDRF: factor de relajacion derivado del endotelio
ELISA: enzyme-Linked ImmunoSOrbent Assay

FEVI: fraccidn de eyeccidn del ventriculo izquierdo

FR: factores de riesgo

GOF: ganancia de funcién (gain of function)

GWAS: estudio de asociacién de genoma completo/ genome-wide association study
HDLc: colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad
IAM: infarto agudo de miocardio

IDIVAL: instituto de investigacién Valdecilla

IC: intervalo de confianza

ICAM: moléculas de adhesion intercelulares

ICP: intervencién coronaria percutanea

IECAs: inhibidores de la enzima convetidora de la angiotensina
IL-1: interleucina-1

IL-6: interleucina-6

IMC: indice de masa corporal

LDL: lipoproteinas de baja densidad
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LDLc: colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad

LDLR: receptor de lipoproteinas de baja densidad

LOF: pérdida de funcion (loss of function)

Lp (a): lipoproteina a

MCP-1: proteina quimiotdctica de monocitos 1

MCSF: factor estimulante de colonias de macréfagos

ND: no disponible

NF-kB: factor nuclear kB

NO: 6xido nitrico

OR: odds ratio

PAI-1: inhibidor del activador del plasminégeno 1

PCSK9: proproteina convertasa subtilisina/kexina tipo 9

PCR: proteina C reactiva

PGI-2: prostaciclina

RPC: rapida progresion clinica

SCAEST: sindrome coronario agudo con elevaciéon del segmento ST
SCASEST: sindrome coronario agudo sin elevacién del segmento ST
SNPs: polimorfismos de nucleético Unico

SCA: sindrome coronario agudo

SREBP2: proteina 2 de unidn a elementos reguladores de esteroles
TG: triglicéridos

TNF-a: factor de necrosis tumoral a

TXA2: tromboxano A2

VCAM: molécula de adhesion de células vasculares

VLDL: lipoproteinas de muy baja densidad
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Resumen

RESUMEN

Introduccidn y objetivos: La progresion de la aterosclerosis coronaria, una vez se hace
clinicamente evidente, tiene una gran variabilidad interindividual. Planteamos
determinar marcadores séricos y genéticos en pacientes con rapida progresién clinica
(RPC) de aterosclerosis coronaria frente a pacientes con estabilidad clinica mantenida
(ECM).

Métodos: Estudio retrospectivo de casos (RPC) y controles (ECM) (1:2). Se consideraron
RPC aquellos pacientes que precisaron > 2 revascularizaciones por progresion
aterosclerdtica en los 10 afios posteriores a una primera angioplastia y ECM aquellos sin
eventos durante el mismo periodo tras primera angioplastia. Una vez seleccionados, se
les realizé determinacidn de valores séricos, expresion de acido ribonucleico mensajero
y polimorfismos genéticos de Interleucina-6 (IL-6), proteina C reactiva (PCR) y factor de
necrosis tumoral a (TNF-a) como marcadores de inflamacion y proproteina convertasa
subtilisina/kexina tipo 9 (PCSK9), receptor de lipoproteinas de baja densidad (LDLR),
proteina 2 de unién a elementos reguladores de esteroles (SREBP2) y apolipoproteina B
(ApoB) del aspecto aterogénico.

Resultados: Se incluyeron 180 pacientes (58 RPC y 122 ECM). Las caracteristicas
demograficas, perfil de riesgo clasico y extensiéon de enfermedad coronaria basal fueron
comparables. El grupo RPC presentd niveles séricos mas elevados de IL-6 y PCSK9 y
mayor expresion de ARNm de TNF-a. Los alelos /L-6 rs180075 C, TNF-a rs3093664 non

Gy PCSK9 rs2483205 T confieren riesgo de RPC (p < 0,05 en todos los casos). Un 51,7%
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de pacientes del grupo RPC presentaron los tres alelos de riesgo frente al 18% de los
pacientes del grupo ECM (p < 0,001).

Conclusiones: Sugerimos la existencia de marcadores genotipicos y fenotipicos que se
asocian a la RPC de aterosclerosis coronaria y que podrian ayudar a individualizar la

intensidad y tipo de las terapias.

40



ABSTRACT







Abstract

ABSTRACT

Introduction and objectives: Once coronary artery disease is clinically evident, every
patient presents a different rate of progression, which impacts on prognosis. We aim to
characterize serum and genetic markers in rapid clinical progression (RCP) vs long
standing stable (LSS) patients with coronary artery disease.

Methods: Retrospective study of cases (RCP) and controls (LSS) (1:2). Patients who
required = 2 revascularizations due to atherosclerotic progression in the 10 years after
a first angioplasty were considered to be RPC and those without events during the same
period after the first angioplasty were considered to be LSS. Once selected, serum
values, messenger ribonucleic acid expression and genetic polymorphisms of
interleukin-6 (IL-6), C reactive protein and Tumor necrosis factor a (TNF-a) as
inflammatory markers and proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 (PCSK9), low-
density lipoprotein receptor, sterol regulatory element binding transcription factor 2
and apolipoprotein B for the atherogenic perspective, were analyzed.

Results: Finally, 180 patients were included (58 RCP and 122 LSS). Demographic
characteristics, classic risk factors and coronary disease extent were similar in both
groups. RCP patients showed higher serum levels of IL-6 and PCSK9 and a higher TNF-a
MRNA expression./L-6 rs180075 C, TNF-a rs3093664 non G and PCSK9 rs2483205 T
alleles confer risk to RCP (P < .05 in all the cases). A 51.7% of RCP patients presented all

three risk alleles vs 18% of LSS patients (P < .001).
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Conclusions: We suggest the existence of specific phenotypic and genotypic markers
associated with RCP of coronary artery disease that could help to individualize intensity

and type of therapies.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1 La aterosclerosis coronaria

1.1.1 Definiciones

Arteriosclerosis: nombre genérico que engloba los cambios que ocurren de
forma natural a lo largo de la vida en el sistema arterial principal y que se caracteriza por
incremento en el espesor del area de la intima, pérdida de elasticidad, aumento del

contenido en calcio y modificaciones en su didmetro (1),

Aterosclerosis: en contraste con el proceso natural de la arteriosclerosis, en este
caso estamos ante un fendmeno patolégico focal que afecta a las grandes arterias,
principalmente la aorta y las coronarias, cardtidas, iliacas y femorales. La lesién
arteriosclerosa es una alteracion inmunoinflamatoria crénica que se inicia como
consecuencia de la disfuncién endotelial, secundaria a la accidén de los factores de riesgo
cardiovascular. Ocurre principalmente en la capa intima de las arterias de grande y

mediano calibre de cualquier parte del cuerpo ().

Enfermedad aterotrombdtica: La aterosclerosis generalmente se complica
mediante la fisura, la erosidn o la rotura de la placa y la formacién de un trombo en su
superficie, lo que facilita su crecimiento y la aparicién de isquemia o necrosis. Este hecho
causa parte de sus manifestaciones clinicas. De ahi que se utilice este término, en un

intento de incluir ambos procesos en una misma entidad (),

Aterosclerosis coronaria: La aterosclerosis es una enfermedad sistémica que
afecta a arterias de diferentes localizaciones simultdaneamente, pero con diferente
grado de progresion. Tiende a asentarse en las arterias que irrigan el corazon
(coronarias), el cerebro (carétidas, vertebrales y cerebrales) y las extremidades
inferiores (iliacas y femorales). Sus manifestaciones clinicas dependen del lecho

vascular afectado. Recibe este nombre cuando la aterosclerosis afecta a las arterias
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coronarias y se puede manifiestar por la aparicién de sindrome coronario agudo (SCA),

infarto agudo de miocardio (IAM) o muerte subita.

En cuanto a la forma de presentacion puede ser crdnica, por estenosis de la luz
arterial, como en la angina estable o la claudicacién intermitente, o aguda, por la subita
rotura de la placaylaformacién de un trombo, como ocurre en los sindromes coronarios

agudos o en los ictus isquémicos ).

Cardiopatia isquémica (Cl): se puede definir como la enfermedad cardiaca
producida como consecuencia de las alteraciones fisiopatoldgicas secundarias a la
aparicion de un desequilibrio entre la demanda y el aporte de oxigeno del musculo
cardiaco. La causa mas frecuente de Cl es la enfermedad aterosclerdtica de las arterias
coronarias epicardicas, tanto en su forma de presentacién crdnica (placas estables en la
pared del vaso que disminuyen el diametro de su luz) como en la forma aguda de SCA
(fisura y trombosis de una placa inestable) ). De ahi que en muchas ocasiones se hable

de Cl como equivalente a aterosclerosis coronaria.

1.1.2 Epidemiologia

La aterosclerosis es un proceso lento y progresivo que se inicia ya de forma
precoz en la infancia con la aparicidn de estrias grasas y evoluciona lentamente con el
paso de los afos desarrollando placas de ateroma cada vez mas complejas. Es una
enfermedad evolutiva en el tiempo (afios) en la que suelen coexistir distintos estadios

de la enfermedad (+47),
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Figura 1. Proceso evolutivo de la aterosclerosis.
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Figura tomada de Garcia-Camarero T, Royuela N, Berrazueta JR. (2017). Aterosclerosis. En José
Ramén de Berrazueta (Ed.), Libro de cardiologia Valdecilla (pp. 357-370) V.

La cardiopatia isquémica causa mas muertes y discapacidad e implica mas costos
para el sistema sanitario de los paises desarrollados que cualquier otra enfermedad.
Lleva siendo la principal causa individual de muerte en la poblacion espafiola mas de 30
afios, especialmente a través de su manifestacién mas grave, el sindrome coronario
agudo. Si bien la tasa anual de mortalidad general por Cl ha disminuido de manera
continuada durante los ultimos 40 afios en Espaina, el nUmero total de fallecimientos
debidos a Cl asciende, probablemente debido al progresivo envejecimiento de la
poblacién que incrementa la prevalencia de la enfermedad en la poblacidn espafiola,

siendo la que causa un mayor numero de muertes cardiovasculares (30,7%) ).
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Figura 2. Tendencia de la mortalidad por enfermedad coronaria en Espafia.
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Figura tomada de Dégano IR, Elosua R, Marrugat J. Epidemiologia del sindrome coronario agudo
en Espafia: estimacidn del nimero de casos y la tendencia de 2005 a 2049. Rev Esp Cardiol.2013;
66(6):472-4810),

Espana ha sido situada tradicionalmente entre los paises industrializados con
baja incidencia de enfermedad coronaria debido a factores genéticos y otros
relacionados con la dieta tipica mediterranea. Dentro del grupo de pacientes con Cl en

Espana, la reduccidon en la mortalidad en la fase aguda del SCA que se ha evidenciado en
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los ultimos afios ha conllevado un importante aumento poblacional de pacientes con Cl

estable ),

1.1.3 Recuerdo histoérico

En el estudio de la aterosclerosis hay varios nombres propios que deben
conocerse por la contribucién que han tenido al conocimiento que tenemos en la

actualidad sobre este proceso (119,

Figura 3. Algunos nombres propios en la historia de la aterosclerosis.

-

Rudolf Virchow

Robert Furchgott Salvador Moncada Peter Libby

Figura modificada a partir de Garcia-Camarero T, Royuela N, Berrazueta JR. (2017).

Aterosclerosis. En José Ramoén de Berrazueta (Ed.), Libro de cardiologia Valdecilla (pp. 357-370)
(1)
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Karl Von Rokitansky 1841. Teoria trombogénica: Este investigador sugirié que
las placas ateromatosas se originaban a partir de los depdsitos de fibrina en la intima
arterial. Se basaba en la presencia de fibrina en la placa aterosclerosa, por lo que
propuso que la fibrosis inicial de la intima era el resultado de la organizaciéon de un
trombo blanco o plaquetario, el cual una vez incorporado a la pared vascular, provocaria
espesamiento con transformacion patoldgica consecutiva de la intima. Estos trombos se
depositarian en zonas previamente lesionadas del endotelio vascular, provocadas por
diversas causas. Esta teoria no ha sido plenamente aceptada por los investigadores,
porque los estudios anatomopatoldgicos sobre la historia natural de las placas
aterosclerosas en humanos no han logrado encontrar un numero suficiente de
microtrombos en los sitios esperados y en el momento indicado, para que inicie la lesién
primaria y la progresion del proceso ateroscleroso. Estudios experimentales, ademas,
han mostrado que incluso lesiones endoteliales extensas producidas por un catéter
provisto de baldon y otras manipulaciones experimentales que destruyen la intima, no
desarrollan la formaciéon de un trombo mural progresivo ni la formacién de la placa

aterosclerotica clasica.

Rudolf Virchow. 1856 Teoria inflamatoria: postulaba que el ateroma es
producto de un proceso inflamatorio por dentro de la intima de la arteria. El
engrosamiento fibroso no es méas que la consecuencia de la reaccion fibrosa proliferativa
inducida por las células del tejido conectivo en el interior de la intima. Mantuvo que las
fuerzas mecdnicas inician el estimulo irritativo y que la endarteritis es parte del
mecanismo de reparacidn. Su teoria tiene elementos que son la base de la hipdtesis de

respuesta a la lesidon de Russel Ross 100 ainos después.

Ludwig Aschoff. 1924. Reconocid dos componentes de la enfermedad, uno
lipidico en jévenes (aterosis o ateromatosis) y otro escleroso, fibrolipidico en la edad
adulta, llamado aterosclerosis. De hecho, el autor habla de tres estados de desarrollo:
aterosis en nifios, aterosis en adolescentes y aterosclerosis en adultos, que constituyen

las lesiones fibrolipidicas (placas fibrosas).

Enos WF. Realiza una serie de trabajos en los afios cincuenta en los que da un
sustrato anatdmico a la hipdtesis de que la aterosclerosis comienza en la infancia y se
desarrolla en las décadas siguientes, objetivando en jévenes soldados fallecidos en la
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guerra de Corea la existencia de lesiones arteriosclerdticas avanzadas (en el 77% de los
corazones existia alguna evidencia de arteriosclerosis coronaria, con lesiones que iban

desde el mero engrosamiento fibroso hasta la oclusion total).

Russell Ross. 1986. Respuesta a la lesion: Cientifico que dedicé la mayor parte
de su carrera al estudio de la aterosclerosis en la década de los 70 con importantes
contribuciones al mejor entendimiento de la misma: centrd la atencion en la pared de
los vasos frente al contenido de la sangre y desarrolld la hipétesis de “respuesta a la
lesién” segun la cual la fase mas inicial de la aterosclerosis es la agresion al endotelio

desencadenada por diversos factores de forma uUnica o en combinacién.

En la década de los 80 aparecen los primeros estudios que hablan de la
disfuncidn endotelial. Dos cientificos muy ligados a esta entidad son Robert Furchgott
(premio Nobel en 1998) que identificd una sustancia que denominé EDRF (endothelium
Deirved Relaxing Factor o Factor de Relajacién Derivado del Endotelio) y Salvador
Moncada que identificd esta sustancia como el Oxido Nitrico (NO) y analizé su
importancia en el correcto funcionamiento del endotelio y en la homeostasis de la pared

vascular.

Peter Libby: Cientifico cuyo campo de investigacién se centra en la biologia
vascular tratando de entender los mecanismos implicados en los sindromes coronarios
agudos y las caracteristicas de las placas ateroscleréticas en las diferentes

presentaciones de la enfermedad arterial coronaria (EAC).

1.1.4 Histologia

Las lesiones aterosclerosas resultan de una variedad de procesos patogénicos
gue incluyen la formacién de macréfagos espumosos, con muerte celular y acumulacién
de lipido extracelular, desplazamiento y reduccidon de la matriz intercelular estructural y
las células musculares lisas, la generacion de depdsitos minerales, la inflamacion
crénica, neovascularizacion, rotura de la superficie de la lesién y formacion o

transformacién de hematoma o trombo en tejido fibromuscular.
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A lo largo de los afios se han creado diferentes clasificaciones para intentar

explicar esta evolucién.

Inicialmente se utilizé la clasificacidn propuesta por el proyecto internacional de
Arteriosclerosis (IAP) que distingue entre: a) estria grasa o lesiones lipidicas, que
consiste en depdsitos lipidicos que se tifien con Suddn IV, todas areas intimales
ligeramente elevadas; b) placa fibrosa o lesiones sobreelevadas (raised lesions) que
incluyen dareas de lesidn intimal elevadas, duras a la palpacién en la inspeccién
macroscopica y que corresponden a placas fibrosas o fibroateromatosas con contenido
lipidico o sin él, y c) la lesién calcificada o complicada con hemorragia, ulceracién o

trombosis

En 1992 Fuster propuso una clasificacion basada en la patofisiologia, con tres
tipos de lesiones. El tipo | supone cambios funcionales en el endotelio con acumulacién
de monocitos y lipidos en la intima; el tipo Il incluye pérdida de células endoteliales,
agregacion plaquetaria y proliferacion moderada de células musculares lisas, y el tipo lll,
rotura de lesiones con formacién de trombos, importante proliferacion de células
musculares e incorporacién del trombo al interior del vaso causando permanente e

importante engrosamiento.

Tabla 1: Clasificacion histoldgica de las lesiones ateroscleroticas.

Lesion tipo | Lesién minima (lesiones tempranas)
Lesion tipo lla Estria grasa con tendencia a la progresion
Lesion tipo llb Estria grasa estable

Lesidn tipo Il Preateroma (lesiéon intermedia)

Lesion tipo IV Ateroma (lesiones complicadas)

Lesion tipo V Fibroateroma

Lesion tipo VI Lesion complicada (hematoma/trombosis)
Lesion tipo VII Placa calcificada

Lesion tipo VI Placa fibrosa

Tabla adaptada de Bertomeu A, Zambdn D. La placa aterogénica: fisiopatologia y consecuencias
clinicas. Med Integral 2002;40(9):394-405 (19,
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A partir de ese aio y a través de varias publicaciones, Stary propone una nueva
clasificacién de la lesién aterosclerética en seis tipos, ampliada posteriormente a ocho,
basdndose en la microscopia y en datos obtenidos de arterias coronarias y aortas

procedentes de 1.286 autopsias (tabla 1) 1Y),

Por ultimo, Virmany lanza una nueva propuesta de clasificacién. Establece que el
esquema de clasificacion numérica romana modificada por cddigos de letras es una lista
muy larga y de dificil recuerdo y que dicha clasificacién implica un orden de modelo
lineal de progresién de la lesidon. Considera que es un sistema ambiguo, porque no deja
claro si hay una sola sucesion de eventos durante la progresién de todas las lesiones.
Propone un esquema de clasificacion mas simple y mas facil de utilizar que define siete

lesiones (112):

- Xantoma intimal: término genérico que describe la acumulacién focal de

macréfagos cargados de grasa. Muchos de estos xantomas pueden regresar.

- Engrosamiento intimal: se considera la fase mas precoz de la aterosclerosis.
Desde el punto de vista histoldgico esta formado principalmente por células musculares

lisas y una matriz rica en proteoglicanos y coldgeno con muy pocas células inflamatorias.

- Engrosamiento intimal patoldgico: se caracteriza por depdsitos de lipidos
extracelulares que contienen proteoglicanos en ausencia de necrosis. Estos depdsitos
tienden a desarrollarse en areas de engrosamiento intimal adaptativo y se localizan
generalmente en las capas mas profundas de la intima, cerca de la capa media. Pueden
estar presentes infiltrados de macrdéfagos y linfocitos T que se localizan cerca de la

superficie luminal.

- Fibroateroma de capa gruesa: se caracteriza por un nucleo necroético rico en
lipidos encapsulado por tejido fibroso. En una primera fase se observa necrosis con
infiltracion de macroéfagos en los depdsitos de lipidos, ademads de una pérdida local de
colageno y proteoglicanos. En esta fase el acimulo de colesterol libre no es aparente.
En los fibroateromas “mas maduros” se ven colecciones de desechos celulares, aumento

del colesterol libre y una practica desaparicién de matriz extracelular.

- Fibroateroma de capa fina (placa vulnerable): se caracteriza por un gran nucleo
necrético (un 25% de toda el area de la placa) separado de la luz del vaso por una capa
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fibrosa muy fina (de menos de 65um de grosor). La capa fibrosa esta altamente infiltrada
por macrofagos y linfocitos T, aunque estos ultimos en una menor proporcién.

Tipicamente la capa fibrosa apenas presenta células musculares lisas.

- Nédulo calcificado: se caracteriza por presentar una capa fibrosa erosionada y

trombo asociado junto a nédulos calcificados.

- Placa fibrocalcificada: se caracterizan por presentar una capa fibrosa gruesa
que envuelve extensos acumulos de calcio en la intima cerca de la media. Apenas

presentan nucleo necrotico.

Figura 4. Propuesta de clasificacion de lesiones ateroscleréticas
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Figura tomada de Virmani R, Frank D, Kolodgie FD, et al. Lessons from sudden coronary death a
comprehensive morphological classification scheme for atherosclerotic lesions. Arterioscler
Thromb Vasc Biol 2000;20:1262-75 12) .
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1.1.5 Patogénesis

Multiples factores estan involucrados en el desarrollo de la aterosclerosis,
incluyendo la disfuncidon endotelial, factores inflamatorios e inmunoldgicos, rotura de

placay los tradicionales factores de riesgo cardiovascular ().

1.1.5.1 Disfuncion endotelial: el endotelio forma una capa bioldgica, activa y
tromborresistente que separa la sangre de tejidos subendoteliales potencialmente
trombogénicos. Ademds, también modula el tono, crecimiento, hemostasia e
inflamacidn a lo largo del sistema circulatorio. De todas estas funciones se encargan una
serie de moléculas reguladoras. Algunas de ellas participan en mecanismos
vasodilatadores (PGI-2, Dopamina, ANP, BNP, ADM, oxido nitrico) y otras en
mecanismos vasoconstrictores (TXA2, vasopresina, norepinefrina, angiotensina I,

endotelina) encontrandose en equilibrio en un endotelio sano.

Figura 5. Esquema de las moléculas implicadas en la funcién endotelial.

MOLECULAS REGULADORAS DEL TONO DEL MUSCULO LISO VASCULAR Y EL
RESTO DE LAS FUNCIONES ENDOTELIALES

PGI-2

Dopamina TXA2

ANP Vasopresina
BNP Norepinefrina
ADM Angiotensina Il
Oxido Nitrico Endotelina

Mecanismos
Vasoconstrictores

Mecanismos
Vasodilatadores

Figura tomada de Garcia-Camarero T, Royuela N, Berrazueta JR. (2017). Aterosclerosis. En José
Ramén de Berrazueta (Ed.), Libro de cardiologia Valdecilla (pp. 357-370) V.
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Inicialmente se definié la disfuncion endotelial como la situacién en la que, en
presencia de un endotelio morfolégicamente normal, éste no responde con una
dilatacion normal o completa ante el estimulo de sustancias como acetilcolina o la
bradicinina, que ejercen su efecto vasodilatador a través de la liberacion del éxido
nitrico. Sin embargo, la arteria tiene una respuesta relajadora completa al estimulo con
nitroglicerina, nitroprusiato sddico, o cualquier otro nitrovasodilatador que se
transforman en donadores exdgenos de NO y producen la relajacidn directa del musculo

liso, o relajacion endotelio independiente.

Actualmente se define la disfuncién endotelial como la alteracién en cualquiera
de las funciones del endotelio (tono, agregacion plaquetaria, inflamacidn) en presencia

de un endotelio morfolégicamente normal.

Figura 6. Disfuncion endotelial en la aterosclerosis.

R Ross. NEJM 1999;340:115-126
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Figura modificada a partir de Garcia-Camarero T, Royuela N, Berrazueta JR. (2017).

Aterosclerosis. En José Ramoén de Berrazueta (Ed.), Libro de cardiologia Valdecilla (pp. 357-370)
(1)

La disfuncion de la vasodilatacion endotelial es un paso inicial en la
aterosclerosis, que se postula es debido a la pérdida de la produccién o liberacién del

oxido-nitrico derivado del endotelio. Esta disfuncion endotelial estd asociada a la
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mayoria de los factores de riesgo tradicionales y se induce por las lipoproteinas de baja

densidad (LDL) oxidadas. En esta injuria endotelial participan diversas estirpes celulares:

o Células del endotelio: Se produce una disrupcién de la barrera de
permeabilidad y se estimula la produccion de moléculas de adhesion
leucocitaria (VCAM, ICAM, selectina) y de citoquinas inflamatorias (IL-1, TNF-
a). Ademas, disminuyen las moléculas vasodilatadoras y antitrombéticas (NO
y prostaciclina).

o Células musculares lisas: aumentan la produccion de citoquinas inflamatorias
(IL-1, TNF-a) y estimulan la sintesis de matriz extracelular. Ademas,
comienzan a migrar y a proliferar en la capa subintima.

o Leucocitos: las sustancias que segregan el endotelio y las células musculares
lisas van a producir un reclutamiento fundamentalmente de monocitos que
van a acudir al foco y adherirse al endotelio comenzando la reaccién

inflamatoria.

Figura 7. Cambios que induce la disfuncién endotelial.

R Ross. NEJM 1999:340:115-126

Adhesion e
infiltracion
leucocitaria

. £ Adhesion y

Migracion de . — agregacion

celulas del plaquetaria

musculo liso Formacion de
vascular celulas

Activacion de

Linfocitos T
espumosas

Figura modificada a partir de Garcia-Camarero T, Royuela N, Berrazueta JR. (2017).

Aterosclerosis. En José Ramoén de Berrazueta (Ed.), Libro de cardiologia Valdecilla (pp. 357-370)
(1)
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1.1.5.2 Inflamacion: Multiples estudios han demostrado que la inflamacién es un

acontecimiento clave en el curso de la enfermedad arterial coronaria (13-15),

Las células inflamatorias y las lipoproteinas interactian con sustratos
bioquimicos en la pared vascular y conducen a la formacion de la placa de ateroma. Los
cambios posteriores en la composicion de la placa aterosclerética y en el estado

inflamatorio definen la evolucidn a eventos estables o inestables.

Los macrdfagos presentes en la pared arterial poseen receptores con gran
afinidad para captar particulas de LDL modificadas por peroxidacion lipidica, dando
origen a las células espumosas (macréfagos cargados de lipidos). Este proceso puede
acelerarse en presencia de grandes concentraciones plasmaticas de colesterol unido a
LDL (LDLc) produciéndose una sobrecarga de células espumosas muertas que forman un

cimulo de lipido extracelular.

Los macréfagos que han sido modificados por las LDL oxidadas liberan una serie
de sustancias inflamatorias, citocinas y factores de crecimiento. Se han identificado
diversas moléculas implicadas, entre ellas: MCP-1, ICAM-1, MCSF, CD40 ligando soluble,
IL-1, IL-3, IL-6, IL-8 y IL-18, TNF-a (1),

Interleucina 6: es una citocina producida por células inmunitarias y no
inmunitarias, con funcién tanto de mediador inflamatorio como de regulador de la
funcién endocrina y metabdlica. Varios estudios han encontrado que la IL-6 podria estar
involucrada en el desarrollo de EAC (1®) Su relacidn con la progresién de la aterosclerosis

se podria explicar a través de los siguientes mecanismos reflejados en la figura 8 (17,18),
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Figura 8. El papel central de la IL-6 y su efecto en el desarrollo de la enfermedad

arterial coronaria.
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Tomada de Woods A, el al.Genetics of inflammation and risk of coronary artery disease: the

central role of interleukin-6. Eur Heart J. 2000 17,

La IL 6 se encuentra mas elevada en los pacientes con angina respeto a los

controles sanos (1?). Ademads, niveles elevados de esta citoquina en sangre tras un

sindrome coronario agudo se han relacionado con una peor evolucion.

Se han identificado varios polimorfismos de nucledtido Unico (SNPs) del

promotor del gen de la IL 6 que podrian estar relacionados con el avance de la

aterosclerosis coronaria (IL-6-174 G>C, IL-6 -572 C>G, IL-6 -598...). Uno de los mas

ampliamente investigados es el 1L6-174 G>C (rs1800795) *®), Como se muestra en la

Figura 9 este polimorfismo implica un cambio de una sola base, de guanina a citosina,

en la posicién 174 en la 5 region flanqueante del gen de la IL-6 7).
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Figura 9. Promotor del gen de la IL-6.
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Tomada de Woods A, el al.Genetics of inflammation and risk of coronary artery disease: the

central role of interleukin-6. Eur Heart J. 2000 7).

Este polimorfismo del gen IL-6 se asocia con diferentes niveles de proteina
secretada (*°, El alelo C estd asociado con mayor produccion que el alelo G 1°) como se

puede ver en la siguiente figura.

Figura 10. Distribucidn de los niveles séricos de IL-6 entre tres genotipos y dos alelos del SNP
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Tomada de Toutouzas K, et all. The -174 G>C Interleukin-6 Gene Polymorphism is Associated
with Angiographic Progression of Coronary Artery Disease over a 4-Year Period. Hellenic J
Cardiol. 2017 29,
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Toutouzas et al 29 analizaron la evolucién de la aterosclerosis mediante
angiografia en pacientes con cardiopatia isquémica conocida en base a este
polimorfismo 174 G>C IL-6. Segun sus resultados, la presencia del alelo C se asociaria
con 52.8% de progresion respecto al 13,3% del alelo G (figura 11). Segin un metaanalisis
(21) el genotipo GG tiende a reducir el riesgo de EAC en un 20% (odds ratio de 0,8);
mientras que los genotipos GC y CC aumentarian el riesgo (odds ratio de 1.16 y 1.48

respectivamente).

Figura 11. Curvas de Kaplan-Meier para la progresion de la EAC entre tres
genotipos de Interleucina -6.
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Tomada de Toutouzas K, et all. The -174 G>C Interleukin-6 Gene Polymorphism is Associated
with Angiographic Progression of Coronary Artery Disease over a 4-Year Period. Hellenic J
Cardiol. 2017 29,
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Factor de necrosis tumoral alfa: es una citocina circulante derivada del
endotelio, células musculares lisas y macréfagos asociados con las placas de ateroma
coronario. Esta implicado en multiples procesos cardiovasculares. Por ejemplo, los
niveles de TNF-a estan marcadamente elevados en pacientes con insuficiencia cardiaca
avanzada, edema agudo de pulmdn y miocardiopatias. Las concentraciones plasmaticas
de TNF-a persisten elevadas en los pacientes que han sufrido un infarto de miocardio y

esto les confiere mayor riesgo de eventos coronarios recurrentes (2223),

Se han identificado varios SNPs en el promotor de TNF-a. De estos, la conversion
de guanina (G) a adenina (A) en la posiciéon 238 (rs361525) tiene una asociacién

significativa con la susceptibilidad a la aterosclerosis en europeos y asiaticos (Figura 12)

(24).

Figura 12. Diagrama para el modelo de polimorfismos TNF- 238 G/A asociados con
enfermedad coronaria.
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Proteina C reactiva: es un reactante de fase aguda que se produce
predominantemente por los hepatocitos bajo la influencia de la IL-6 y el TNF-a. Mas de
30 estudios epidemioldgicos han demostrado una fuerte asociacién entre la presencia
de niveles elevados de PCR en sangre y la prevalencia de aterosclerosis subyacente, el
riesgo de eventos cardiovasculares agudos entre pacientes estables y la incidencia del

primer evento cardiovascular en pacientes en riesgo (1:25-28),

Hay un gran debate abierto sobre si la PCR sérica es un marcador inespecifico
gue se encuentra elevado como parte de la fase aguda de respuesta a un estimulo
inflamatorio, o por el contrario es un participante directo en la progresién de la

aterosclerosis y sus consecuencias clinicas con estudios que apoyan ambas posturas (2%

40)-

A nivel de polimorfismos hay dos amplios estudios realizados con randomizacién
mendeliana que sugieren que la PCR no tiene un papel patogénico directo sobre la

aterosclerosis.

Zacho et al ¥V estudiaron a mdas de 50.000 individuos con y sin enfermedad
isquémica cardiovascular con niveles conocidos de PCR ultrasensible y en los que se
sabia el genotipo de cuatro polimorfismos de la misma. Vieron que el riesgo de
cardiopatia isquémica estaba incrementado en las personas con niveles de PCR por
encima de 3mg/L en comparacion con las que tenian niveles menores a 1mg/dL (HR
1.6,95% IC: 1.2-2.1). Las combinaciones de genotipos de los cuatro polimorfismos
explicaban una diferencia de hasta el 64% en los niveles plasmaticos de PCR y un
incremento en el riesgo predicho tedrico de Cl y enfermedad cerebrovascular de hasta
un 32% vy 25% respectivamente. Pese a estas consideraciones tedricas, ninguno de las

combinaciones genotipicas se asocid con un incremento en el riesgo de Cl.

65



Introduccion

Figura 13. Riesgo de cardiopatia isquémica en funcién de diferentes combinaciones de
genotipos de PCR.
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Tomada de Zacho et al. Genetically elevated C-reactive protein and ischemic vascular disease. N
Engl J Med 2008 “Y),

Resultados muy similares encontraron Elliot et al 4% En este estudio se utilizaron
tanto técnicas de randomizacién mendeliana como de asociacién del genoma completo.
Se identificaron cinco polimorfismos en cinco loci genéticos fuertemente asociados con
niveles de PCR. Sin embargo, las variantes de estos loci no se asociaron con la incidencia

de Cl en un analisis de mas de 28.000 casos y 100.000 controles.
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Figura 14. Meta-analisis de asociaciones de SNPs rs1130864 y rs1205 de PCR con
cardiopatia cardiopatia isquémica.

Odds %
Study (Ref #) Cases/Controls ratio (95% C1) Weight
SNP: rs1130864 |
Caerphilly (26) 492/442 + 1 0.81(0.50, 1.30) 447
HIMS {26) 1491/2314 ----lh-r-- 0.99(0.76, 1.28) 15.25
WOSCOPS (25) 348/1103 % 0.99 (0.62, 1.56) 4.84
BWHS (26) 986/2563 —--—-+— 1.09(0.80, 1.48) 11.05
Speedwell (26) 238/401 1 . 2 1.47(0.74,2.90) 2.20
NPHS-II (25) 103/2573 4> 366(1.12,11.98) 0.73
Subtotal {l-squared = 25.1%, p = 0.246) <] 1.04(0.88, 1.22)  38.53
SNP: rs1205
Rotterdam (30) 584/4647 — 1.07 (0.90, 1.27)  33.20
NHS (27) 249/498 E— 1.09(0.83,1.43) 14.08
HPFS (27) 266/531 - 1.19(0.91,1.56) 14,19

A

ot

Subtotal {l-squared = 0.0%, p = 0.793) 1.10(0.97, 1.25) 61.47

Heterogeneity between groups: p = 0.581
Overall (I-squared = 0.0%, p = 0.492)
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1.08 (0.97, 1.19)  100.00
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Tomada de Elliott P, Chambers JC, Zhang W, et al. Genetic Loci associated with C-reactive protein
levels and risk of coronary heart disease. JAMA 2009 “0),

1.1.5.3 Rotura de placa: La aterosclerosis sin trombosis es en general una
patologia benigna. El mecanismo responsable de la subita conversién de una
enfermedad estable en una condicién de riesgo vital es normalmente la rotura de una
placa asociada a trombosis. El riesgo de rotura de una placa depende mas de la

composicidn de la placa y su vulnerabilidad que del grado de estenosis.

Unos de los determinantes mayores de vulnerabilidad de placa son: el tamafioy
la consistencia del cuerpo ateromatoso de la placa, el grosor de la capa fibrosa que

recubre el nucleo y la presencia de inflamacion activa dentro de la placa.

La rotura de placa tiende a ocurrir en puntos donde la superficie de la placa es
mas débil y mas vulnerable, que coincide con puntos donde se concentra tanto stress
de origen biomecanico como hemodinamico (shear stress o estrés de rozamiento),

normalmente en el hombro de la placa, que es el punto de mayor profundidad de la
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curva concava que produce la superficie de la pared del vaso cuando la pared normal

comienza a protruir produciendo la placa arteriosclerosa.

1.1.5.4 Factores de riesgo cardiovascular: Estan constituidos por cualquier habito
o caracteristica bioldgica que sirva para predecir la probabilidad de un individuo de
desarrollar una enfermedad cardiovascular . El conocimiento y deteccién de los
factores de riesgo (FR) desempefia un importante papel para la valoracion del riesgo
cardiovascular, pieza clave para las estrategias de intervencidn sobre dichas
enfermedades. La presencia de varios FR en un mismo individuo multiplica su riesgo de
forma importante. Si bien todos los FR favorecen el desarrollo de la enfermedad
aterotrombdtica en los diferentes lechos vasculares, el poder predictivo de los FR es
diferente para los distintos territorios. Asi, el colesterol tiene mayor poder predictivo
para el territorio coronario, el tabaco para el vascular periférico y la hipertensién arterial

para el cerebrovascular.
Los FR se pueden dividir en 3 grupos: causales, condicionales y predisponentes.

Tabla 2. Clasificacion de los factores de riesgo cardiovascular.

Factores de riesgo causales

Tabaco

Hipertension arterial

Aumento de colesterol total (o LDLc)

HDLc bajo

Diabetes

Edad avanzada

Factores de riesgo condicionales

Hlpertrigliceridemia

Particulas de LDL pequefias y densas

Homocisteina sérica elevada

Lipoproteina (a) sérica elevada

Factores protrombdticos (fibrindgeno, PAI-1)

Marcadores inflamatorios (PCR)
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Factores de riesgo predisponentes

Obesidad (IMC > 30)

Inactividad fisica

Insulinorresistencia

Obesidad abdominal (didmetro cintura >102 cm en varones y > 88 cm en

mujeres)

Historia familiar de cardiopatia isquémica prematura

Caracteristicas étnicas

Factores psicosociales

Factores socioecondmicos

Adaptada a partir de Lahoz C et al. La aterosclerosis como enfermedad sistémica. Rev Esp
Cardiol. 2007;60(2):184-95 (2,

Se denominan causales aquellos que promueven el desarrollo de Ia
arteriosclerosis y predisponen a la enfermedad coronaria; se dispone de abundantes
datos que apoyan su papel causal, aunque los mecanismos precisos no estén claramente
explicados. Estos factores de riesgo actuan con independencia unos de otros y sus

efectos son sumatorios.

Son FR condicionales aquellos que se asocian con un aumento del riesgo de Cl,
pero su relacién causal no esta documentada, debido a que su potencial aterogénico es

menor y/o a que su frecuencia en la poblacidn no es lo suficientemente grande.

En cuanto a los FR predisponentes, son aquellos que empeoran los factores de
riesgo causales. Su asociacidn con la enfermedad coronaria es compleja ya que, de una
u otra forma, todos contribuyen a los factores de riesgo causales. Algunos de los factores
predisponentes también afectan a los factores condicionales al elevar el riesgo de esta
forma, aunque también podrian actuar a través de mecanismos causales no

identificados.

Dislipidemia: Las alteraciones lipidicas juegan un papel critico en el desarrollo
de aterosclerosis (42-48),
Estudios epidemioldgicos desarrollados a nivel mundial han mostrado un

aumento en la incidencia de aterosclerosis con niveles de colesterol por encima de 150
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mg/dL. La relacidon entre el colesterol y la Cl es continua, gradual y muy intensa como se

puede ver en la figura 15.

Figura 15. Asociacidn entre niveles aumentados de colesterol y riesgo de cardiopatia

isquémica.
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Relacién entre las concentraciones plasmaticas de colesterol y el riesgo de Cl a 6 afios en 361.662
hombres (edad 35 a 57 afos) valorados durante el estudio MRFIT. Hay una correlacion continua,
positiva y gradual entre las concentraciones plasmaticas de colesterol y el riesgo de Cl. Tomado
de Stamler J, Wentworth D, Neaton ID. Is relationship between serum colesterol and risk of
prematura death from coronary heart disease continuous and graded? Findings in 356,222

primary screenees of the Multiple Risk Factor Intervention Trial (MRFIT). JAMA 1986; 256:2823
(49)

El riesgo atribuido a la hipercolesterolemia es debido al LDLc. La figura 16

esquematiza el papel de la LDLc en la aterosclerosis.
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Figura 16. Papel del LDL en la aterosclerosis.

LDL oxidado
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Traducido y adaptado de Kaski LC (2023). Pathogenesis of atherosclerosis. En Libby P (Ed.), Up
to date ©,

Numerosos estudios de intervencién han demostrado que el descenso del LDLc
mediante farmacos hipolipemiantes se acompafia de reducciones significativas en la
morbimortalidad cardiovascular, tanto en prevencién primaria como secundaria 2.

Hay una correlacion inversa e independiente entre las concentraciones de

colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad y el riesgo de presentar Cl.

El receptor de LDL es una proteina de la superficie celular involucrada en la
endocitosis de LDLc. Una vez en la célula, los lisosomas liberan el colesterol que queda
disponible para reprimir la enzima HMG CoA reductasa, un paso limitante en la sintesis
de colesterol. Este receptor reconoce la apolipoproteina B100 que se encuentra en la

capa fosfolipidica de, entre otras, las particulas LDL. El reciclaje del LDLR de las
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superficies de los hepatocitos desempefia un papel clave en el mantenimiento del
equilibrio del colesterol corporal y celular, regulando los niveles plasmaticos de LDLc.

Alteraciones en esta proteina pueden provocar niveles mas altos de LDLc al igual
que aumentar el riesgo de enfermedades relacionadas 2.

La apolipoproteina B-100, también conocida como apolipoproteina B o Apo B, es
una proteina implicada en el metabolismo de los lipidos, siendo el principal
constituyente proteico de las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y de baja
densidad (LDL, o colesterol "malo"). Es ademads ligando para el LDLR. Las
apolipoproteinas se combinan con los lipidos para transportarlos por todo el torrente
circulatorio, y proporcionan integridad estructural a las lipoproteinas ©3°%. Las
concentraciones de Apo B tienden a ser un espejo de las del LDLc. Muchos expertos
piensan que la concentracién de Apo B puede ser un mejor indicador del riesgo
de enfermedad cardiovascular que el LDLc. Otros no estan de acuerdo y opinan que la
Apo B proporcionaria muy poca informacidn adicional, y por ello no recomiendan su uso.

La utilidad clinica de la Apo B esta sin establecer (5556),

Recientemente se ha demostrado que la proproteina convertasa
subtilisina/kexina tipo 9 tiene un papel clave en la regulacién y reciclaje del LDLR. La
PCSK9 es una glicoproteina que pertenece a la familia de las serin-proteasas y se expresa
principalmente en el higado, el rifidn y el intestino. Una vez secretada, provoca la
regulacién a la baja del LDLR mediante un mecanismo que implica la unién directa a este
receptor. Cuando estd aumentada, se reduce el niumero de receptores de LDL en la
membrana del hepatocito, por lo que aumenta la concentracidén plasmatica de LDL.
Cuando la expresion de la proteina estd disminuida, los LDLR no se destruyen, sino que
se reciclan después de transportar una molécula de LDL y vuelven a la superficie del
hepatocito para capturar otra. En esta situacién, disminuye la concentracién plasmatica
de LDLc ®7). Anticuerpos monoclonales que inhiben a la proteina PCSK9 han surgido
como una nueva clase de farmacos que disminuyen de forma efectiva los niveles de
colesterol 8 tienen un efecto beneficioso en el control de la progresién de
aterosclerosis (5%, y tienen un impacto positivo en la diminucién de las tasas de eventos
cardiovasculares 962 De hecho, la expresion de PCSK9 aumenta la produccién de

mediadores de la inflamacién como TNF-a, NF-kB e IL-1 entre otros (¢3).
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El gen PCSK9 humano se localiza en el cromosoma 1p32.3. Se han identificado
mutaciones de ganancia de funcién (GOF) en el gen PCSK9, que se asocian a niveles
elevados de LDL-C, asi como mutaciones de pérdida de funcién (LOF), asociadas a niveles
bajos de colesterol (64-6), Se han descrito polimorfismos nonsense (426C>G, codifica 142;
y 2037C>A, codifica 679) en PCSK9 que se asocian con una reduccion del 28 % del LDL;

asi como, una reduccion del 88 % en el riesgo de eventos isquémicos (Figura 17) (7).

Figura 17. Distribucidn de los niveles de colesterol en plasma (Panel A) e incidencia
de enfermedad coronaria (Panel B) segun la presencia o ausencia de un alelo PCSK9
142X o PCSK9 679X.
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En el Panel A, la distribucion de los niveles de LDLc en plasma al inicio entre sujetos que
no tenian un alelo PCSK9142X o PCSK9679X (arriba) se compara con la distribucion de niveles
entre los sujetos que tenian uno de estos dos alelos (abajo). El panel B muestra el porcentaje de
participantes de estos dos grupos que no tenian evidencia de enfermedad coronaria al inicio y
en quienes se desarrollé durante el periodo de seguimiento de 15 afios. Tomada de Cohen JC, N
Engl J Med. 2006 (©7),

Los polimorfismos sequence variation (137G>T, codifica R46L) en PCSK9 se
relacionaron con una reduccién del 15 % en el LDLc y una reduccion del 47 % en el riesgo

de cardiopatia coronaria (Figura 18).
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Figura 18. Distribucion de los niveles de LDLc en plasma (Panel A) e incidencia de
eventos coronarios (Panel B) entre sujetos segun la presencia o ausencia de un alelo
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En el Panel A, la distribuciéon de los niveles de LDLc en plasma al inicio entre los sujetos que no
tenian un alelo PCSK946L (arriba) se compara con la distribucién de niveles entre los sujetos que
eran heterocigotos u homocigoto para este alelo (abajo). El panel B muestra el porcentaje de
participantes de estos dos grupos que no tenian evidencia de enfermedad coronaria al inicio del
estudio y en quienes se desarrollé durante el periodo de seguimiento de 15 afios. Tomada de
Cohen JC. N Engl J Med. 2006 ¢,

La rs2483205 es una variante intronica en PCSK9, que se solapa con 5 transcritos
y regula la regidn flanqueante del promotor. El genotipo TT del rs2483205 se asocia con

la EAC [odds ratio (OR) 0,65, intervalo de confianza (IC) 0.45-0.95, p = 0.024 (Figura 19)

(68).
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Figura 19. Analisis de regresion logistica multiple para pacientes con EAC y sujetos de

control.

Risk factors OR 95%CI Wals P
rs2483205(TT vs. CC+CT) 0.65 (0.45-0.95) 5.10 0.024*
Smoking 1.79 (1.46-2.19) 31.38 <0.001*
Diabetes, n (%) 2.38 (1.55-3.64) 15.77 <0.001*
TG, mmol/L 1.22 (1.13-1.32) 23.70 <0.001*
HDL-C, mmol/L 0.22 (0.16-29) 102.88 <0.001*
LDL, mmol/L 1.11 (0.96-1.29) 2.02 0.155

Ajuste: tabaquismo, diabetes, TG, HDL-C y LDL-C. TG: triglicéridos, LDL-C: colesterol de
lipoproteinas de baja densidad, HDL-C: colesterol de lipoproteinas de alta densidad. *Valores p
< 0,05. Gai, M.-T. et al, Scientific Reports,202168),

SREBP2 desempefa un papel clave en la homeostasis del colesterol regulando
tanto la expresidon como la sintesis de LDLR y PCSK9 (69-73),

También se ha implicado en el proceso de aterogénesis. De hecho, se ha
propuesto que SREBP2 podria ser una diana terapéutica para prevenir el desarrollo de
la aterosclerosis. En este sentido, se ha descrito que una elevada expresion de SREBP2
aumenta la expresion de quimiocinas y moléculas de adhesion, como MCP-1, VCAM-1y
E-selectina en células endoteliales de la vena del cordén umbilical, promoviendo una
respuesta endotelial proinflamatoria y contribuyendo, por tanto, al desarrollo de

aterosclerosis.

-Asociaciones genéticas: Las influencias genéticas en la formacion,
progresion y desarrollo de eventos vasculares de la aterosclerosis ha suscitado mucha
atencién. Hay dos grandes tipos de estudios genéticos que se han utilizado para
conseguir una mejor comprension de los mecanismos moleculares de la aterosclerosis.
El primero de ellos es la aproximacion al gen candidato, segun la cual, determinados
genes que participan en vias de la aterosclerosis son testados in vitro, in vivo y en
estudios de asociacion (74-76),

La segunda aproximacidn consiste en realizar estudios de asociacion del genoma
completo (GWAS) para encontrar loci de rasgos cuantitativos que regulan la
aterogénesis. Este método tiene el potencial de poder encontrar nuevos genes
implicados en la aterogénesis. La disponibilidad de secuencias completas del genoma

humano y en ratones, especialmente la abundante informacién sobre SNPs y haplotipos,
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ha hecho posible realizar estudios de asociacién de todo el genoma para identificar
genes de forma relativamente rapida comparados con los métodos genéticos clasicos
(77).

La complejidad del proceso fisiopatoldgico que tiene lugar en la aterosclerosis
probablemente no provenga de uno solo o un grupo pequefio de genes. Por otro lado,
los factores ambientales y su interaccion con los genes participan de forma importante.
En la poblacidon general, los polimorfismos genéticos ocurren en varios genes de las vias

del metabolismo lipidico, la inflamacién y la trombogénesis.

1.2 Evolucion de la placa de ateroma

Durante la evolucion de la placa aterosclerética se establece un complejo
equilibrio entre la entrada y la salida de lipoproteinas y leucocitos, la proliferacién y
muerte de las células, la produccién y remodelacion de la matriz extracelular, mientras
gue la calcificacidn y neovascularizacién propician la lesion. Estos episodios celulares se
inician por multiples sefiales, a menudo contradictorias. Cada vez es mas evidente la
asociacién entre los factores de riesgo aterogénicos y el comportamiento alterado de
las células intrinsecas de la pared vascular y los leucocitos infiltrantes que subyacen a la
patogenia tan compleja de estas lesiones.

La remodelacidn arterial durante la formacién del ateroma constituye un aspecto
clinicamente importante en la evolucién de la placa. En las fases iniciales de desarrollo
del ateroma, la placa suele crecer alejandose de la luz (crecimiento abluminal). Los vasos
afectados por la aterogénesis tienden a aumentar de didmetro, una especie de
remodelacién vascular denominada remodelado positivo o expansivo. Hasta que la
placa no cubre casi el 40% de la circunferencia de la lamina eldstica interna, no comienza
a estrecharse la luz arterial. Por ello, durante gran parte de su evolucidn el ateroma no
produce estenosis capaz de limitar el riego de los tejidos. Existe también el fendmeno
contrario, el remodelado negativo o constrictivo, que se ha observado mas
frecuentemente en placas estables de pacientes diabéticos. Las placas ateroesclerdticas
aparecen preferentemente en sitios de mayor turbulencia del flujo coronario, como en

las ramificaciones de las arterias epicardicas.
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Muchas de estas placas se manifiestan a través de sindromes estables como la
angina de pecho inducida por el esfuerzo. En la circulacidon coronaria la oclusién
producida por un ateroma no siempre provoca infarto. El estimulo hipdxico de las crisis
repetidas de isquemia induce de manera caracteristica la formacién de vasos colaterales
en el miocardio que mitigan las consecuencias de la obstruccidon aguda de una arteria
coronaria epicdrdica. Por otro lado, muchas lesiones causantes de sindromes
aterosclerdticos agudos o inestables en el lecho coronario se deben a placas de ateroma
que no producen una estenosis limitadora del flujo debido al remodelado expansivo
(mas frecuente en las placas inestables). Estas lesiones, aunque corresponden a placas
de gran tamafio, sélo ocasionan minimas irregularidades de la luz en las angiografias
tradicionales (por el mencionado remodelado) y no cumplen los criterios tradicionales
de “significacién” angiografica. La inestabilidad de estas estenosis no oclusivas explicaria
por qué el infarto de miocardio constituye la primera manifestaciéon de enfermedad
coronaria en cerca de la tercera parte de todos los casos y por qué estos enfermos no
refieren antecedentes de angina de pecho. La localizacion de la obstruccién influye en
la cantidad de miocardio que sufre isquemia y determina asi la gravedad de las

manifestaciones clinicas ©).

1.3 Inestabilidad y rotura de placa, placa vulnerable

Los estudios de necropsia han aportado importantes conocimientos sobre el
sustrato microanatémico en que se basa la “inestabilidad” de las placas (78,

En general, una erosién superficial del endotelio o una rotura manifiesta o fisura
de la placa genera un trombo.

La rotura de la cubierta fibrosa de la placa permite que los factores de
coagulacién de la sangre entren en contacto con un factor tisular trombdgeno. De esta
forma, los sitios donde se rompe la placa forman el nido de los trombos. La pared arterial
normal posee una serie de mecanismos fibrinoliticos o antitrombdticos
(trombomodulina, activadores del plasmindgeno tisular, proteoglicanos, prostaciclina 'y
oxido nitrico) que tienden a resistir a la trombosis y lisar los codagulos que empiezan a
formarse. Si el trombo asi formado no genera oclusidén o sélo produce una obstruccién
transitoria, el episodio de rotura de la placa puede no causar ningun sintoma o tan sélo
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sintomas de isquemia como angina de reposo. Cuando el codgulo supera a los
mecanismos fibrinoliticos enddgenos, se propaga originando un trombo oclusivo
permanente, que suele provocar un infarto agudo de miocardio, sobre todo en ausencia
de una circulacion colateral bien desarrollada que irrigue el territorio dafado. Los
episodios repetidos de rotura y cicatrizacién de la placa son uno de los mecanismos mas
probables por los que la estria grasa se transforma en una lesion fibrosa mas compleja.
El proceso de cicatrizacion arterial se basa en el depdsito de nueva matriz extracelulary
fibrosis.

El mecanismo mas frecuente que conduce al infarto letal es, segun los hallazgos
patoldgicos, la rotura de la placa denominada fibroateroma de cdpsula fina, que se
caracteriza por tener una cubierta fibrosa fina, un nucleo lipidico bastante grande, alta
actividad inflamatoria con gran contenido de macréfagos y remodelado expansivo. La
placa responsable y el mecanismo de complicacién de la misma puede variar segun el
perfil del paciente, asi las mujeres de edad media presentarian mas erosién de placa
fibrotica que rotura de fibroateroma de cdpsula fina y en los pacientes mas ancianos no
es raro el sustrato del nédulo calcificado.

La enfermedad arteriosclerética es una enfermedad inflamatoria con un rol
esencial de los macréfagos (los proinflamatorios M1, los reparadores M2 y los ligados a
hemoglobina M-Hb) y linfocitos T. Los estudios morfométricos de las lesiones indican
gue en las zonas de rotura predominan los macréfagos y los linfocitos T y contienen
relativamente pocas células de musculo liso. Las células que se concentran en las zonas
de rotura de la placa poseen marcadores de activacidn inflamatoria. Los mediadores de
la inflamacién pueden alterar la sintesis de coldgeno necesaria para mantener y reparar
la cubierta fibrosa e inducir la degradacién de las macromoléculas de la matriz
extracelular, procesos que debilitan la cubierta y favorecen su rotura. Por el contrario,
las placas con una matriz extracelular densa y una cubierta fibrosa realmente gruesa, sin
un nucleo lipidico considerable, parecen bastante resistentes a la rotura y no suelen

provocar trombosis (@),
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Figura 20. Caracteristicas de la placa estable e inestable.
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Traducida y adaptada a partir de Libby P. Circulation. 1995;91:2844-2850 "9 ,

1.4 Progresion rapida de |la aterosclerosis coronaria

Las lesiones de aterosclerosis son el resultado de una variedad de complejos
procesos patogénicos, en los que intervienen diferentes factores: formacién de células
espumosas, acumulacién de lipidos extracelulares, desplazamiento, reducciéon de la
matriz intercelular, presencia de células de musculo liso, depdsito de calcio, inflamacién
cronica, neovascularizacion y, por ultimo, rotura de las lesiones y formacién y
transformacion del hematoma y la trombosis en tejido fibromuscular. Estos procesos
son evolutivos, pueden predominar unos sobre otros y dar manifestaciones clinicas (19,

Una vez que la aterosclerosis coronaria es clinicamente evidente, presenta una
tasa de progresion muy variable en cada paciente concreto, siendo esta progresiéon uno

de los factores que mas influyen en el prondstico €0-81),

La progresion rédpida o acelerada de aterosclerosis se ha definido en los estudios

como progresion en el grado de estenosis angiografica de las lesiones (°7).

El criterio ha sido mostrar al menos un 10% de reduccion en el didmetro de al

menos una lesion preexistente de 250%, o > 30% de reduccién en el didmetro de una
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lesion preexistente <50%, o progresidn de una lesion a oclusidn total en un corto periodo

de tiempo (2>82:83),

En este evento de progresién rapida se han implicado tanto fenédmenos
anatomico-fisiolégicos (papel de la lesibn compleja) como marcadores

inflamatorios(2°.82-83,86-89)

En un estudio de Terres et al. analizaron el papel de la lipoproteina a (Lp (a))
encontrando que podia ser un factor de riesgo de progresion angiografica rapida. Como
argumento fisiopatoldgico postulan la posible interferencia de Lp (a) en la trombolisis

debido a su parcial homologia con el plasmindgeno 3,

Figura 21. Frecuencias acumuladas de concentraciones séricas de Lp (a) en pacientes
con y sin progresion angiografica rapida de EAC.
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Tomada de Terres W, et al. Rapid angiographic progression of coronary artery disease in patients
with elevated lipoprotein(a). Circulation. 1995;91:948-950 (&3,
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Figura 22. Relacién entre los valores de PCR y la rapida progresion de lesiones no
culpables blandas (A) y complejas (B).
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PCR elevada en admisién equivale a niveles de PCR ultrasensible 20.166 mg/dL (mediana); PCR
elevada tras ICP equivale a niveles de PCR ultrasensible 48 horas tras ICP >1.586 mg/dL
(mediana). Tomado de Nakachi T, Kosuge M, Hibi K, et al. C-reactive protein elevation and rapid

angiographic progression of nonculprit lesion in patients with non-ST-segment elevation acute

coronary syndrome. Circ J. 2008;72:1953-1959 &4,
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El posible papel de la PCR en la rapida progresion angiografica se analizé en un
estudio que encontré una respuesta inflamatoria basal mas elevada, asi como un
aumento de la misma tras la intervencion coronaria percutanea (ICP) en el subgrupo de
pacientes con rapida progresion angiografica (Figura 22) (84,

En referencia a la lesiéon compleja, en un estudio publicado por Kaski et al (88 se
observé que las lesiones complejas variaban mas de tamafio (aumento de estenosis) en
el seguimiento angiografico que las lesiones blandas (figura 23). En este estudio se
definié lesién compleja aquella que presentaba las siguientes caracteristicas: excéntrica,
bordes sobresalientes, irregulares y con presencia de uUlcera o trombo. Las lesiones
blandas se consideraron aquellas lesiones concéntricas o excéntricas, de bordes suaves

gue no presentaran ningun rasgo de lesion compleja.

Figura 23. Cambio en el diametro de estenosis (%) en lesiones blandas y complejas.

80 p<0.001
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Los diagramas muestran que las estenosis de lesiones complejas progresaron mas que las de las
lesiones blandas. Tomado de Kaski JC, Chester MR, Chen L, Katritsis D. Rapid angiographic
progression of coronary artery disease in patients with angina pectoris. The role of complex
stenosis morphology. Circulation. 1995;92:2058-2065 (8,
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Diversos estudios han demostrado que la inflamacién esta implicada en la
génesis, progresion e inestabilidad de las placas de aterosclerosis siendo parte clave de
los sindromes clinicos (1313,

También se ha observado una progresiéon acelerada de la aterosclerosis en

pacientes con enfermedades inflamatorias sistémicas como la artritis reumatoide ),
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Justificacion

2. JUSTIFICACION

La aterosclerosis coronaria es una enfermedad crénica con una prevalencia

creciente debido al envejecimiento progresivo de la poblacion.

Su manifestacién clinica, la cardiopatia isquémica, es una de las principales
causas de mortalidad en los paises occidentales y va en aumento en los paises en

desarrollo.

Una vez que la aterosclerosis coronaria se manifiesta clinicamente, muestra un
grado de progresiéon muy variable en cada paciente, y éste es el factor que determina el
prondstico. Sin embargo, la capacidad de predecir el riesgo de progresién en los

pacientes es muy limitada.

Segln nuestros conocimientos, el concepto de progresion rapida de la
aterosclerosis coronaria se ha basado siempre en los criterios angiograficos descritos
previamente, pero no hemos encontrado en la literatura ninguna referencia a la

progresion clinica rapida.

Esto tiene importantes limitaciones y no muestra el impacto clinico real de la
progresién de la enfermedad. Una definicidn basada en la recurrencia de los eventos

clinicos actualmente tratados seria mucho mas valida.

En la practica diaria de la sala de hemodindmica, vemos pacientes que se
someten a revascularizacién coronaria una sola vez y permanecen estables durante
largos periodos de tiempo, mientras que otros necesitan someterse a varias
revascularizaciones a lo largo de los afios debido a la progresidn de la aterosclerosis y la

aparicién de nuevas lesiones.

Dado que estos dos perfiles de pacientes son tratados con el mismo arsenal
terapéutico (revascularizaciéon percutdnea y tratamiento farmacolégico estandar),
postulamos que debe existir un sustrato molecular que justifique una expresion clinica

tan marcadamente diferente.
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Figura 24. Ejemplo de paciente con rapida progresion clinica.
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AE: angina estable; SCAEST: sindrome coronario agudo con elevaciéon del segmento ST; SCASEST:
sindrome coronario agudo sin elevacion del segmento ST.

Ejemplo de paciente con progresidn agresiva de la aterosclerosis. En un periodo de 14 afios este
paciente ha sido sometido a 6 procedimientos de revascularizacién que han debutado
clinicamente de diferentes formas y en todas ellas presentaba lesiones “de novo” en diferentes
Vasos.

Seria muy importante poder estimar este riesgo de progresion para individualizar
asi el tipo y la intensidad de las intervenciones de prevencidon secundaria y de

tratamiento.

La estimacion del riesgo seria el resultado de la integracion de multiples factores
(sociodemograficos-culturales, clinicos, anatémicos, fisiolégicos, bioldgicos), incluyendo
biomarcadores inflamatorios. Sin embargo, seria la combinacién de todos ellos la que

permitiria elaborar indices o escalas de riesgo de progresion.

Por lo tanto, este estudio exploratorio pretende definir al paciente "progresador
clinico rapido" y analizarlo desde una perspectiva global centrandose en sustratos

moleculares, principalmente marcadores inflamatorios y moléculas de la esfera lipidica.

Este primer estudio servira como modelo exploratorio para generar hipdtesis
que podrian dar lugar a estudios posteriores a partir de los cuales poder crear un modelo
predictivo o una puntuacion de riesgo (aplicable a la poblacion con cardiopatia
isquémica) que serviria para sefialar subgrupos de pacientes con riesgo de progresion

rapida sobre los que poder actuar de forma mas agresiva y precoz.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Los pacientes con rapida progresiéon clinica (RPC) de aterosclerosis coronaria
presentan caracteristicas diferenciales de aquellos pacientes con aterosclerosis

coronaria con estabilidad clinica mantenida (ECM).

3.1 Objetivo principal

Caracterizar la entidad del paciente con rdpida progresion clinica de
aterosclerosis coronaria analizando agentes implicados en la inflamacidn (IL-6, PCR, TNF-
a) y el metabolismo de las lipoproteinas (PCSK9, LDLR, ApoB, SREBP2) en comparacién

con los pacientes con estabilidad clinica mantenida (ECM).

3.2 Objetivos secundarios

1. Estudiar las diferencias en las caracteristicas demograficas,
clinicas y anatdmicas de los pacientes con RPC de aterosclerosis coronaria
frente a pacientes con ECM.

2. Comparar los niveles séricos de IL-6, PCR, TNF-a, PCSK9, LDLR,
ApoB, SREBP2 en pacientes con RPC de aterosclerosis coronaria frente a
pacientes con ECM.

3. Comparar los niveles de expresion génica de IL-6, PCR, TNF-a,
PCSK9, LDLR, ApoB, SREBP2 en pacientes con RPC de aterosclerosis coronaria
frente a pacientes con ECM.

4. Analizar las diferencias en los genotipados de los SNPs de IL-6,
PCR, TNF-a, PCSK9, LDLR, ApoB, SREBP2 en pacientes con RPC de
aterosclerosis coronaria frente a pacientes con ECM.

5. Estudiar los perfiles sociodemografico-culturales de los pacientes

con RPCy ECM.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Disefho del estudio

El estudio RAPROMS (the RApid PROgressor patient as an emerging clinical
entity in patients with coronary atherosclerosis. Exploratory study on possible Molecular
Substrates) es un estudio retrospectivo de casos y controles de un solo centro
hospitalario disefado para evaluar y comparar el patron molecular de diferentes
agentes implicados en la via de la inflamacidn y/o en el metabolismo de las lipoproteinas
en dos grupos de pacientes: aquellos con "rapida progresion clinica " de aterosclerosis
coronaria como grupo de casos y pacientes con "estabilidad clinica mantenida" como

grupo control.

4.2 Seleccion de pacientes

4.2.1 Ambito de estudio

4.2.1.1 Poblacion de referencia/objetivo Pacientes diagnosticados de cardiopatia

isqguémica con al menos una revascularizacidn coronaria percutanea.

4.2.1.2 Poblacion elegible Todos los pacientes con diagndstico de cardiopatia isquémica
sometidos a una primera revascularizacién coronaria percutanea en el Hospital

Universitario Marqués de Valdecilla entre enero de 2007 y diciembre 2009.

4.2.1.3 Poblacion de estudio Pacientes de la poblacion elegible que cumplan los criterios

de inclusion y acepten participar en el estudio y firmen el consentimiento informado.

4.2.2 Criterios de inclusién

Para los casos (grupo " rapida progresion clinica - RPC "): sujetos que cumplan los

siguientes criterios:

1) pacientes vivos con al menos una lesidn arterial coronaria tratada en una

primera intervencién coronaria percutdnea (ICP indice)
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2) con al menos dos revascularizaciones coronarias percutaneas posteriores en
los 10 aiios siguientes a la ICP indice, debido a la progresion de lesiones previamente no

significativas o lesiones significativas "de novo".

Para el grupo de control (grupo de "estabilidad clinica mantenida"): sujetos que

cumplan los siguientes criterios:

1) pacientes vivos con al menos una lesidn arterial coronaria tratada en una

intervencién coronaria percutdnea (ICP indice),

2) sin eventos cardiacos en un periodo de 10 afios tras la ICP indice y clinicamente

asintomaticos para angina durante todo el periodo de tiempo.

Figura 25. Figura que resume los criterios de inclusidon utilizados para seleccionar a
los pacientes de cada grupo.
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4.2.3 Criterios de exclusion

1) Los pacientes sometidos a revascularizacion coronaria quirurgica durante
este periodo de 10 afios serdn excluidos del estudio para evitar sesgos en la
evolucidn prospectiva

2) pacientes sin residencia permanente en Cantabria

3) pacientes con insuficiencia renal moderada (CrCl < 30 ml/min)

4) pacientes con hipercolesterolemia familiar

5) pacientes con nueva ICP debido a restenosis de lesidn previamente tratada
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Para la seleccion de pacientes se realizd una busqueda retrospectiva a partir de
toda la base de datos de angiografias coronarias de nuestro centro. A partir de 2007, se
revisaron de forma consecutiva y retrospectiva todas las ICP, recopilando informacion
sobre nuevos procedimientos de revascularizacién o eventos clinicos relevantes para
esos pacientes en los 10 aiios siguientes. Nuestro hospital es el Unico hospital terciario
de referencia para ICP dentro del sistema sanitario publico de la regidén y este
procedimiento no es proporcionado por el sistema sanitario privado, por lo que
confidbamos en no perder muchos pacientes y no tener un sesgo de seleccién

significativo.

Con el fin de aumentar la potencia del estudio, y asumiendo que el grupo de RPC
seria mds pequefio, elegimos un disefio 1:2 (caso: control). Los pacientes con ECM se

emparejaron con los casos por sexo y edad.

Figura 26. Explicacion visual de la seleccion de pacientes para el grupo de RPC y ECM
dentro del total de pacientes con aterosclerosis.
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4.3 Procedimientos del estudio

A todos los pacientes potenciales candidatos a ser incluidos en el estudio se les
contacto telefénicamente para informarles de la naturaleza del estudio (Anexo I). Todos

aquellos que mostraron interés en participar se les programé una cita presencial.

En esa cita se les explicé de nuevo en qué consistia el estudio solicitandoles
firmar el consentimiento informado (Anexo Il). Aquellos que decidieron participar se
llevaron una copia firmada del consentimiento del estudio sabiendo que podrian revocar

la inclusidn en el mismo si asi lo deseaban en cualquier momento.

Los pacientes incluidos en el estudio, tras firmar el consentimiento informado,
respondieron a un cuestionario sociodemografico (Anexo Ill) y se les tomd una muestra

de sangre. No se requirié ninguna otra accién por parte de los participantes.

Figura 27. Esquema que resume las diferentes esferas valoradas en todos los
pacientes del estudio.
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4.3.1 Datos antropométricos

Todos los pacientes fueron tallados y medidos en la Unica visita el estudio. Se

registré igualmente sexo y fecha de nacimiento.

4.3.2 Datos clinicos

Se disefié un formulario electrénico de notificacion de casos para recoger de
forma retrospectiva, tras revisiéon de la historia clinica, la evolucidn clinica del paciente
desde el primer evento de revascularizaciéon (ICP indice) a lo largo de los 10 afios

siguientes.

4.3.2.1 Episodio indice

Se recoge la fecha del debut de Cl y forma de presentacion, presencia de FR
cardiovascular en ese momento, tratamiento antiagregante, tratamiento
anticoagulante, uso de estatinas, uso de IECAs, uso de betabloqueantes y otros

farmacos. Se registra glucosa, funcién renal, hemoglobina, plaquetas y perfil lipidico.

4.3.2.2 Situacion al momento del estudio

Se recoge presencia de FR cardiovascular en el momento del estudio,
tratamiento antiagregante, tratamiento anticoagulante, uso de estatinas, uso de IECAs,

uso de betabloqueantes y otros farmacos.
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4.3.2.3 Intevenciones coronarias percutdaneas (ICP)

Para cada ICP se recoge la fecha de realizacién, informacion relativa a la
presentacion clinica de cada evento que dio lugar a una dicha revascularizacién, la
severidad de afectacién de la anatomia coronaria calculada mediante puntuacion
SYNTAX, el nimero y tipo de vasos enfermos, el nUmero de lesiones severas presentes,
el numero de stents usados, el tipo de stents usados, el periodo de doble antiagregacién

pautado y la fraccién de eyeccidn del ventriculo izquierdo.

4.3.3 Anélisis de laboratorio

A cada uno de los pacientes que se incluyeron en el estudio se les extrajeron, en
situacidon de ayunas de al menos 10 horas, a partir de una vena antecubital, 4 tubos
EDTA y 4 tubos para suero que se mandaron al laboratorio del Grupo de Investigacién
en epidemiologia genética y arteriosclerosis de las enfermedad sistémicas y en
enfermedades metabdlicas dseas del aparato locomotor perteneciente al Instituto de
Investigacion Valdecilla (IDIVAL) donde se encargaron del procesamiento, almacenaje y
analisis de todas las muestras del estudio.

Todas las muestras de sangre se obtuvieron en una fase estable de la

enfermedad cardiovascular.

Se realizd una analitica basica donde se analizé la glucosa, funcién renal, la

hemoglobina y las plaquetas.

Se realizé igualmente un perfil lipidico completo donde se midieron los
siguientes valores: colesterol total (mg/dL), triglicéridos(mg/dL), HDLc (mg/dL), LDLc
(mg/dL), Apo Al (mg/dL), Apo B (mg/dL), homocisteina (umol/L), PCR (mg/dL), Lp (a)
(mg/dL), fosfolipidos (mg/dL).

Tres moléculas del area de la inflamacion (IL-6, PCR, TNF-a) y cuatro implicadas
en el metabolismo de las lipoproteinas (PCSK9, LDLR, ApoB, SREBP2) fueron analizadas

a nivel sérico, de expresion génica y a nivel genético.
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La siguiente tabla enumera los SNPs elegidos en cada molécula para su estudio.
La eleccidn de los SNPs se realizé en base a una busqueda bibiografica y la disponibilidad

de los mismos.

Tabla 3. Listado de polimorfismos de nucleétido tinico genotipados en este estudio.

Gen Polimorfismo

LDLR rs1122608
rs6511720

PCSK9 rs11206510
rs2479409
rs11583680
rs2483205
rs2495477
rs562556

SREBP2 rs7288536
rs2228314

ApoB rs1042031
rs693

IL6 rs2069827
rs1800795
rs2069840

PCR rs1205
rs1800947
rs1417938

TNF-o rs1800629
rs3093661
rs1800610
rs3093664

Los niveles de biomarcadores séricos se midieron mediante la técnica ELISA

(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) mediante la adquisicion de kits comerciales
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para las moléculas de estudio que permite la cuantificacion simultanea de diferentes

moléculas en la misma muestra. (°1%%).

La técnica utilizada para los estudios de expresion génica fue la reaccién en
cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (°), mediante el sistema de reaccion
en cadena de la polimerasa en tiempo real QuantStudioTM 7 Flex (Applied Biosystems,
Foster City, CA, EE.UU.). Con esta técnica, se midieron los niveles relativos de los genes
de estudio con respecto a la expresion de GAPDH, utilizado como gen housekeeping.
Este cambio se evalud en los niveles de ARN mensajero, transcrito inversamente a ADN
complementario para su uso en la técnica anterior. Los datos se analizaron mediante el

método delta Ct (ciclo umbral), como se ha descrito previamente (°%7).

Para los estudios genéticos, se extrajo ADN gendmico de sangre periférica
mediante el kit REALPURE "SSS" (RBMEOQ4, REAL, Durviz S.L., Valencia, Espafia). Todos
los pacientes fueron genotipados para los polimorfismos de nucleétido Unico de /L6,
PCR, TNF-a, PCSK9, LDLR, SREBP2 y ApoB) mediante ensayos TagMan. La lista de SNPs
seleccionados en este estudio se detalla en la Tabla 3. Se incluyeron controles negativos
y muestras duplicadas para comprobar la precisidon del genotipado. El genotipado se
realiz6 en un sistema de reaccidn en cadena de la polimerasa en tiempo real

QuantStudioTM 7 Flex (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.).

Ademas de la analitica extraida en la visita de estudio, se recogid
retrospectivamente informacién sobre todas las analiticas que se habian realizado los
pacientes con perfil lipidico desde el episodio indice hasta el momento de la inclusién

en el estudio.

4.3.4 Cuestionario sociocultural

El cuestionario (Anexo lll) se administré al participante con el objetivo de analizar
aspectos socioculturales y sanitarios que pudieran afectar a la evolucién de la
enfermedad. En la encuesta se desarrollaron preguntas que tenian como finalidad
evaluar cuatro esferas diferentes: los habitos de vida, el autocuidado y gestion de la

enfermedad, el perfil social y el perfil tecnolégico o mundo 2.0.
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4.4 Tamano muestral

En cuanto al tamafio de la muestra, en este estudio no se ha puesto a prueba
ninguna hipdtesis formal. Dado que nuestro grupo de casos (RPC) es una afeccién
practicamente no descrita en la literatura, existen pocas pruebas de las tasas de
exposicion a los distintos factores que pensabamos analizar, lo que dificulté una
estimacion adecuada del tamafio de la muestra. Ademas, al tratarse de un estudio
exploratorio con diferentes moléculas, la estimacién del tamafio del estudio habria sido

en cierto modo "irreal".

Sin embargo, basandonos en la naturaleza del estudio (comparacién de valores
de laboratorio), en consideraciones presupuestarias para el analisis de laboratorio y en
estudios publicados que valoran la progresidon angiografica en relacién a diferentes
marcadores bioldgicos, decidimos incluir al menos 50 pacientes validos de RPC. Por lo
tanto, y asumiendo algunos rechazos y problemas de procesamiento de laboratorio,

fijamos el tamafio minimo de nuestra muestra en 70 pacientes RPC.

4.5 Andlisis estadistico

En el caso de las variables continuas, los datos se expresaron como media *
desviacidn estandar; ademas, se han obtenido la mediana y el rango para todas las
variables analizadas que no siguen una distribucion normal. La distribucion paramétrica
0 no paramétrica de las variables testadas se analizé con el test de Kolmogorov-Smirnov.

En el caso de variables discretas, se expresaron como porcentajes.

En cuanto a los analisis realizados para las determinaciones especificas de

laboratorio:

1) nivel protéico y de expresion: en variables ordinales o continuas agrupadas en
intervalos se utilizd la prueba de chi cuadrado de Mantel-Haenszel modificada, o
la prueba exacta de Fisher, seglin el caso, y la prueba de chi cuadrado de

tendencia. Las diferencias en la expresion del ARNm y los niveles séricos de cada
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gen/molécula entre los pacientes con RPCy los pacientes con ECM se calcularon
mediante la prueba t de Student y se ajustaron ademas por sexo, edad, diabetes
mellitus, tabaquismo e hipertension en el momento del estudio mediante
ANCOVA.

2) nivel genético: se comprobd si todos los datos de genotipo se desviaban del
equilibrio de Hardy-Weinberg. En primer lugar, se realizaron comparaciones
considerando cada polimorfismo estudiado de forma independiente. Se
calcularon las frecuencias tanto genotipicas como alélicas (y de portadores, en
su caso) y se compararon entre pacientes con RPC y ECM mediante pruebas de
chi-cuadrado o de Fisher cuando fue necesario (valores esperados inferiores a
5). La fuerza de la asociacidn se estimé mediante odds ratios (OR) e intervalos de
confianza (IC) del 95%. Posteriormente, se realizaron combinaciones alélicas
(haplotipos) de cada gen. Las frecuencias de los haplotipos se calcularon con el
programa informatico Haploview v4.2
(https://www.broadinstitute.org/haploview/haploview) y luego se compararon
mediante las pruebas de chi-cuadrado o de Fisher entre los pacientes con RPCy
ECM. La fuerza de las asociaciones se estimé mediante OR e IC del 95%. Un OR >
1 se identifica como SNP que aumenta el riesgo y OR <1 como SNP que reduce el
riesgo. A continuacién, los resultados se ajustaron por sexo, edad, diabetes

mellitus, tabaquismo e hipertensidn en el estudio mediante regresion lineal.

Se ha asumido una significacién estadistica para un nivel de p<0,05. Todos los analisis
estadisticos se han realizado con el programa SPSS 24.0. (Statistical Package for Social
Sciences, Chicago, IL, EE.UU.) y el programa estadistico STATA 12/SE (Stata Corp., College
Station, TX, EE.UU.).

4.6 Consideraciones éticas y legales

Este estudio se disefi9, llevd a cabo y notificd de acuerdo con los principios éticos

establecidos en la Declaracion de Helsinki.
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El protocolo fue aprobado por el Comité de Etica e Investigacién Clinica (CEIC) de

Cantabria como se muestra en los Anexos IV y V.

En todos los casos en la visita inicial se explicé verbalmente en qué consistia el
estudio y tras ello todos los pacientes incluidos en el mismo firmaron el consentimiento

informado que se muestra en el Anexo Il.
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5. RESULTADQOS

De toda la base de datos de angiografias coronarias de nuestro centro,
identificamos a los primeros 70 pacientes que cumplian los criterios para ser
considerados pacientes con rapida progresién clinica (RPC), 61 de los cuales aceptaron
participar y firmaron el consentimiento informado. Los emparejamos con 122 pacientes
con estabilidad clinica mantenida (ECM). Finalmente, pudimos procesar 58 muestras del

grupo RPCy todas las del grupo ECM como puede verse en la Figura 28).

Figura 28. Diagrama de flujo.
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5.1 Analisis de caracteristicas demograficas, clinicas y anatomicas

5.1.1 Episodio indice

Las caracteristicas demograficas fueron similares en ambos grupos, con la misma
edad de presentacién de la enfermedad, habiendo un porcentaje ligeramente mayor,

aunque no significativo, de hombres en el grupo de ECM.

En cuanto al perfil de factores de riesgo cardiovascular en el momento de debut
de la Cl, la hipertension, la diabetes, la dislipemia y los antecedentes familiares de Cl
estaban presentes en porcentajes ligeramente mayores en el grupo de RCP, mientras

que la prevalencia de tabaquismo activo era algo mayor en el grupo de ACM.

Tabla 4. Caracteristicas demograficas y FR cardiovascular en el primer evento.

RPC (n = 58) ECM (n=122) p
Sexo (hombre, %) 53 (82.8) 101 (91.4) 0.125
Edad al debut, aios 53.46+10.33 54.59+9.29 0.462
Edad al estudio, afios 65.58+10.56 66.92+9.49 0.397
Hipertension (%) 32 (55.2) 55 (45.5) 0.223
Diabetes (%) 10 (17.2) 15 (12.4) 0.382
Dislipemia (%) 34 (58.6) 56 (45.9) 0.111
Fumador (%) 29 (50) 68 (56.2) 0.436
Ant. familiares de Cl (%) 13 (22.8) 18 (15) 0.202

Los valores estan expresados como media + desviacidn estandar or n (%).
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El grupo de ECM debutd en mas de la mitad de los casos como SCAEST frente a

un tercio de los pacientes del grupo RPC. La presentacién inicial como SCASEST fue

similar en ambos grupos, siendo la presentacidn como angor estable mas habitual en el

grupo de RPC.

No hubo diferencias en la FEVI entre grupos.

La extension de la enfermedad coronaria medida mediante el Syntax score fue

similar en los dos grupos, al igual que el numero de lesiones y vasos enfermos.

Tabla 5. Presentacion clinica y extension de la enfermedad en el primer evento.

RPC (n = 58) ECM (n=122) p

Presentacion clinica inicial

Estable (%) 22(37.9) 28 (23)

0.06

SCASEST (%) 15(25.9) 30 (24.6)

SCAEST (%) 21(36.2) 64 (52.5)
FEVI al inicio (%) 53.7+9.3 53.3249.19 0.802
Syntax score 10.11+7.03 11.23+6.61 0.3
Numero de vasos enfermos 1.71+0.79 1.61+0.71 0.43
Numero de lesiones 2.4+1.68 2.3%1.5 0.699
Numero de stents 1.78+1.22 2.02+1.12 0.195

Los valores estdn expresados como media * desviacion estandar or n (%).

ECM: estabilidad clinica mantenida; FEVI: fraccion de eyeccidn del ventriculo izquierdo; RPC:
rapida progresioén clinica; SCAEST: sindrome coronario agudo con elevacién del segmento ST;
SCASEST: sindrome coronario agudo sin elevacién del segmento ST.
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5.1.2 Situacion en el momento del estudio

Tras 10 afios de evolucién se observa que la prevalencia de todos los factores de
riesgo en ambos grupos ha ido aumentando, cosa por otra parte ldgica, ya que la edad
aumenta de por si la prevalencia de FR en la poblacién general. La tendencia observada
en el momento del episodio indice de una mayor presencia de hipertension, diabetes y
dislipemia en el grupo de RCP se mantiene a los 10 afios y, en algunos casos, esta
diferencia se hace significativa. Aunque el porcentaje de tabaquismo activo es
claramente inferior que en el evento indice en los dos grupos, sigue siendo mads
prevalente en el grupo de ECM, en posible relacion a una menor sensacidon de

enfermedad/gravedad por parte de este grupo de pacientes.

Los datos antropométricos fueron superponibles en ambos grupos.

Tabla 6. Caracteristicas demograficas y FR cardiovascular en el momento de estudio.

RPC (n = 58) ECM (n=122) p
Edad al estudio, afios 65.58+10.56 66.92+9.49 0.397
Hipertension (%) 51 (89.5) 94 (77) 0.048
Diabetes (%) 12 (36.8) 35 (28.7) 0.273
Dislipemia (%) 57 (100) 111 (91.7) 0.025
Fumador (%) 4 (6.9) 15 (12.3) 0.271
Peso (kg) 83.96+12.68 83.09+13 0.67
Talla (cm) 170.3+7.32 169.98+7.66 0.79
Indice de masa corporal (kg/m?) 28.97+3.82 28.7+3.96 0.661

Los valores estan expresados como media + desviacion estandar or n (%).
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Tabla 7. Uso de farmacos en ambos grupos en el momento de estudio.

RPC (n = 58) ECM (n=122) p

Uso de antiagregantes <0.0001

Ninguno (%) 3(5.2) 10 (8.3)

Uno (%) 40 (69.0) 108 (89.3)

Dos (%) 15 (25.9) 3(2.5)
Uso estatinas (%) 58 (100) 117 (95.9) 0.118
Uso IECAs (%) 44 (75.9) 86 (70.5) 0.452
Uso betabloqueantes (%) 47 (81) 87 (71.3) 0.162
Uso anticoagulantes (%) 11 (19) 11 (9.1) 0.06

Los valores estan expresados como n (%).

IECAs: inhibidores de la encima convertidora de angiotensina.

El tratamiento seguido por los pacientes en el momento del estudio fue bastante
similar excepto en el nimero de antiagregantes tomados por los pacientes, ya que en el
grupo de RPC el porcentaje de pacientes que tomaban dos antiagregantes fue
claramente superior que en el grupo de ECM. Esto tiene légica ya que los pacientes del
grupo de RPC han tenido varias revascualizaciones en el seguimiento por lo que es
probable que su cardidlogo clinico haya decidido dejar tratamiento con doble terapia de

forma mantenida. En el grupo de ECM solo hubo 3 pacientes con doble antiagregacion

por indicacion no cardioldgica.

Tabla 8. Numero de procedimientos de ICP en cada grupo incluido el del episodio

indice.
RPC (n = 58) ECM (n=122)
Numero ICPs desde debut 4.02 £0.15

Los valores estan expresados como media + desviacion estandar
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5.2 Analisis molecular

La Tabla 9 muestra los valores de glucosa y creatinina analizados junto con un

perfil lipidico completo durante una fase estable de la enfermedad.

Tabla 9. Perfil lipidico completo durante una fase estable de la enfermedad.

RPC (n = 58) ECM (n=122) p
Glucosa (mg/dL) 115.9%+36.45 112.69+27.79 0.515
Creatinina (mg/dL) 1.06£0.35 0.92+0.4 0.03
Triglicéridos (mg/dL)? 127.5(77.25-192) 115 (86-165.25) 0.876
Colesterol total (mg/dL) 2 139.5(118.25-160) 150 (133.75-171.25) | 0.069
LDLc (mg/dL) 76 (54.5-93.5) 81.5 (68-97) 0.094
Indice aterogénico 0.48 (0.40-0.55) 0.45 (0.40-0.50) 0.723
HDLc (mg/dL) 2 39 (36-43.75) 42.5 (38-52.25) 0.026
Apo Al (mg/dL) 130 (118-143.75) 144.5 (129-161.25) | 0.001
ApoB (mg/dL) 2 68.5 (59.5-86) 74.5 (65-87) 0.04
Fosfolipidos (mg/dL) 168.04+36.46 178.42+30.86 0.06
Homocisteina (umol/L) 2 14.5(11.92-20.77) 14.7 (11.67-18.52) 0.959
Lp (a) (mg/dL) 26 (11.8-85.27) 26 (9.4-63) 0.453

Los valores estdn expresados como media + desviacion estandar (* mediana y rango
intercuartilico)

Apo Al: Apolipoproteina Al; HDLc: lipoproteina de alta densidad; LDLc: lipoproteina de baja
densidad; Lp (a): lipoproteina a.
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La creatinina fue significativamente mas elevada en el grupo de RPC. Por el
contrario, el HDLc y la Apo A1l eran significativamente mds bajos en el grupo de RPC lo
gue podria explicarse por una condicidn subyacente de mayor riesgo en esta poblacién;
La ApoB fue significativamente menor, y tanto el LDLc como el colesterol total también
tendian a ser mdas bajos en este grupo. Probablemente esté relacionado con un

tratamiento con estatinas mas reforzado en esta cohorte.

Figura 29. Distribucion Lp (a) en el grupo de RPC frente al grupo de ECM.
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Cuando se analizd la Lp (a) se vid que, aunque la mediana en ambos grupos fue
similar y el valor de dicha mediana se encontraba en niveles considerados normales, el
rango intercuartilico en el grupo de RPC alcanzaba niveles mayores que el del grupo de

ECM. En ambos grupos se encontraron valores extremadamente elevados.

115



Resultados

Se analizaron igualmente los niveles séricos de las moléculas seleccionadas para
el estudio molecular, aunque Los niveles séricos de TNF-a fueron muy bajos y no se

detectaron correctamente.

Tabla 10. Valores séricos de las moleculas de estudio en el grupo de RPCy en el de

ECM.
RPC (n = 58) ECM (n=122) p

PCSK9 (ng/mL) 2 475.4 (409.3-606.8) 459.3 (395.3-545) 0.01
LDLR (pg/mL) 2 40.64 (28.58-49.48) | 41.13(27.51-55.62) 0.6
SREBP2 (ng/L) 2 155.5 (135.8-181.3) 154.4 (128-182.7) 0.58
PCR (mg/dL) 2 0.27 (0.09-0.8) 0.59 (0.1-1.82) 0.02
IL-6 (pg/mL) 2 3.94 (2.45-7.22) 3.08 (2.09-5.11) 0.047
TNF-a ND ND

Los valores estdn expresados como media + desviacion estandar (* mediana y rango
intercuartilico). ND: no disponible.

Los niveles de IL-6 y PCSK9 se encontraron mas elevados en el grupo de RPC.

Curiosamente los niveles de PCR se encontraron mas elevados en el grupo de ECM.

Las siguientes figuras muestras informacién obtenida a a partir de la revisién
retrospectiva de las analiticas con perfil lipidico de los pacientes desde el episodio indice

hasta la inclusion en el estudio.

En cuanto a los niveles de colesterol total se ve que los valores son bastante
similares entre los dos grupos a lo largo de los afios, tendiendo las medianas de ambos
grupos a ir disminuyendo. Esto puede explicarse por los cambios en los niveles objetivo,
gue con el paso de los afios se han vuelto mas exigentes. En los ultimos afios las
medianas en el grupo de RPC son menores que en grupo de ECM, en probable relacion

con un tratamiento mas intensificado en este grupo. Cabe destacar que un paciente del
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grupo de RPC presentd durante este periodo de 10 afos niveles muy elevados de

colesterol, que posteriormente se normalizaron.

Colesterol(mg/dl)

Figura 30. Evolucidn de los niveles de colesterol total en el grupo de RPC frente al

grupo de ECM desde el episodio indice.
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En relacion al analisis de HDLc, desde el episodio de debut, y de forma mantenida

a lo largo de los afios, los niveles han estado claramente mas elevados en el grupo de

ECM, y por tanto mas bajos en el grupo de RPC, lo que traduce un sustrato mas agresivo

en este segundo grupo. En el grupo de ECM se objetivan pacientes con niveles muy altos,

y por tanto protectores de desarrollar EAC, lo que no les impidid tener un primer evento

clinico de Cl.

117



Resultados

Figura 31. Evolucion de los niveles de HDLc en el grupo de RPC frente al grupo de
ECM desde el episodio indice.
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Los niveles de LDLc estaban claramente mas elevados en el momento del debut
en el grupo de RPC, pero se va viendo con el paso de los afos que esta diferencia entre
los grupos se va igualando para terminar finalmente invirtiéndose, fruto probablemente
de tratamiento mds intensivos en el grupo de RPC. Del mismo modo, en el grupo de RPC,

en los Ultimos anos, se ven valores mas bajos en los cuartiles inferiores.
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Figura 32. Evolucion de los niveles de LDLc en el grupo de RPC frente al grupo de
ECM desde el episodio indice.
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Como va se ha explicado, se exploraron siete moléculas a tres niveles diferentes
(proteina, expresién y genético) para obtener un enfoque mas completo de la

enfermedad. La Tabla 11 muestra a golpe de vista el rendimiento de cada marcador.

Algunos de ellos no mostraron diferencias significativas en ninguno de los niveles
(LDLR, ApoB, SREBP2). Sin embargo, la IL-6 y el TNF-a en el flanco de la inflamacién y la
PCSK9 en el lado de los lipidos mostraron resultados consistentes y significativos en mas
de un nivel. El analisis de la PCR a nivel sérico mostré diferencias significativas una vez

ajustado, aunque en sentido contrario al esperado. Este resultado no se extendié a los

otros niveles.
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Tabla 11. Hallazgos de las moléculas analizadas a los tres niveles comparando grupos
de casos y controles.

Niveles séricos Expresion mRNA Polimorfismos
genéticos
IL-6 RPC > ECM (p<0.05) | No diferencias rs1800795 C allele

RPC >ECM (p<0.05)

PCR ECM > RPC (p<0.05) | ND No diferencias

TNF-a ND RPC > ECM rs3093664 non G allele
(p<0.05) RPC > ECM (p<0.05)

LDLR No diferencias No diferencias No diferencias

ApoB No diferencias ND No diferencias

SREBP2 No diferencias No diferencias No diferencias

PCSK9 RPC > ECM (p<0.05) | ND rs2483205 T allele

RPC > ECM (p<0.05)

ECM: estabilidad clinica mantenida; IL6: Interleuquina-6; LDLR: receptor LDL; ND: no disponible;
PCR: proteina C reactiva; PCSK9: Proproteina convertasa subtilisin/kexin tipo 9; RPC: rapida
progresion clinica; SREBP2: proteina 2 de unidn a elementos reguladores de esteroles; TNF-a:
factor de necrosis tumoral.

A continuacién, se presentan detallados todos los analisis para cada una de las
moléculas analizadas para posteriormente centrarnos en aquellas que mostraron

hallazgos significativos.
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52.11L-6

5.2.1.1 Niveles séricos IL-6

Se observé un aumento estadisticamente significativo de los niveles de IL-6 en
los pacientes con RPC en comparacién con los pacientes con ECM. Resaltar que 8

pacientes presentaban unos niveles de IL-6 muy superiores a la media del grupo.

Figura 31. Niveles séricos de 1l-6 en el grupo de casos (fast progressor) frente al grupo
control (Long-standing stable).
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*Resultados ajustados por sexo, edad, diabetes mellitus, tabaquismo e hipertensién usando
regresion linear.

5.2.1.2 Expresion mRNA IL-6

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en la expresion de

IL6 entre los pacientes con RPCy los pacientes con ECM.
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Figura 32. Expresion de IL-6 en el grupo de casos (fast progressor) frente al grupo
control (Long-standing stable).
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*Resultados ajustados por sexo, edad, diabetes mellitus, tabaquismo e hipertensién usando

regresion linear.

5.2.1.3 Polimorfismos genéticos IL-6

Se encontraron diferencias en las frecuencias genotipicas y alélicas del
polimorfismo rs1800795. Los individuos con genotipo CC y alelo C presentan un mayor
riesgo de progresion clinica rapida de la enfermedad (OR=2,70 [1,02-7,18]; p=0,046;
OR=1,71 [1,06-2,75], p=0,028, respectivamente). También se observa lo mismo en los
individuos con el haplotipo GCG (que lleva el alelo C del polimorfismo rs1800795).

(OR=2,75 [1,19-6,37], p=0,02).
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Tabla 12. Frecuencias de Genotipo y alelos de /L6 en todos los pacientes incluidos en
este estudio.

Polimorfismo | Genotipo RPC ECM P OR [95% IC]
IL6 /Alelo % (n/N) % (n/N)
rs1800795 GG 36.21(21/58) | 50.41 (61/121) - Ref.
GC 44.83 (26/58) | 38.84 (47/121) | 0.20 | 1.60[0.78-3.31]
cC 18.97 (11/58) | 10.74 (13/121) | 0.046 | 2.70 [1.02-7.18]
G 58.62 (68/116) | 69.83(169/242) | - Ref.
C 41.38 (48/116) | 30.17(73/242) | 0.028 | 1.71 [1.06-2.75]
rs2069827 GG 89.66 (52/58) | 84.30(102/121) - Ref.
GT 10.34 (6/58) | 15.70(19/121) | 0.52 | 0.72[0.26-1.96]
T 0 0 - -
G 94.83 (110/116) | 92.15 (223/242) | - Ref.
T 5.17 (6/116) 7.85(19/242) | 0.53 | 0.73[0.28-1.94]
rs2069840 CcC 43.10 (25/58) 41.32 (50/121) - Ref.
cG 51.72 (30/58) | 42.15(51/121) | 0.46 | 1.30[0.65-2.58]
GG 5.17 (3/58) 16.53 (20/121) | 0.10 | 0.32 [0.09-1.23]
C 68.97 (80/116) | 62.40 (151/242) | - Ref.
G 31.03 (36/116) | 37.60(91/242) | 0.34 | 0.79[0.48-1.28]

IC: intervalo de confianza; ECM: estabilidad clinica mantenida; N: nimero total de individuos

genotipados con éxito; OR: odds ratio; RPC: rapida progresion clinica; Ref: referencia.

OR (95% IC) y los valores de p han sido ajustados por sexo, edad, diabetes mellitus, tabaquismo

e hipertensién.
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Tabla 13. Diferencias de haplotipos de /L6 entre los pacientes progresadores y los

estables.
Haplotipo® | Frecuencia en RPC Frecuencia en ECM % P OR [95% IC]
% (n/N) (n/N)
GGC 43.10 (50/116) 41.32(100/242) - Ref.
GGG 15.51 (18/116) 28.51(69/242) 0.08 | 0.57[0.30-1.08]
GCC 21.56 (25/116) 16.94(41/242) 0.41 | 1.30[0.70-2.41]
GCG 14.66 (17/116) 5.37 (13/242) 0.02 | 2.75[1.19-6.37]
TCC 4.31 (5/116) 4.13 (10/242) 0.85 | 1.12[0.35-3.57]
TCG 0.86 (1/116) 3.73 (9/242) 0.24 | 0.28[0.03-2.33]

IC: intervalo de confianza; ECM: estabilidad clinica mantenida; N: nimero total de individuos
genotipados con éxito; OR: odds ratio; RPC: rdpida progresion clinica; Ref: referencia.

OR (95% IC) y los valores de p han sido ajustados por sexo, edad, diabetes mellitus, tabaquismo
e hipertension.

2 El orden de polimorfismos fue rs2069827, rs1800795 y rs2069840.

5.2.2 PCR

5.2.2.1 Niveles séricos PCR

Se observo un aumento estadisticamente significativo de los niveles de PCR en

los pacientes estables en comparacidn con los pacientes progresadores.

La mediana de ambos grupos se encuentra en valores considerados normales
segun nuestro laboratorio (normal PCR < 3mg/dL). 15 pacientes en el grupo de ECM y 2
del grupo de RPC presentaron valores por encima de este punto de corte. Dado que la

PCR es un marcador de inflamacion inespecifico, y teniendo en cuenta que el estudio se
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realizé en un momento de estabilidad de la enfermedad coronaria, la elevacion podria

justificarse por otro tipo de proceso inflamatorio intercurrente.

Figura 33. Niveles séricos de PCR en el grupo de casos (fast progressor) frente al grupo
control (Long-standing stable).

157 p=0.02 / p*=0.008
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*Resultados ajustados por sexo, edad, diabetes mellitus, tabaquismo e hipertensién usando
regresion linear.

Con idea de intentar entender mejor los resultados contradictorios encontrados
entre los niveles séricos de IL-6 y PCR se analizé la correlacion existente entre las dos

moléculas tanto en la serie global como en el grupo de ECM y RPC por separado.

Aunque en ambos grupos hay cierto grado de correlacion, ésta es mas marcada
en el grupo de RPC. Eso se podria explicar atribuyendo el aumento de la PCR en el grupo
de RPC al fendmeno subyacente de aterosclerosis y a otro tipo de inflamacién

intercurrente en el grupo de ECM.
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Figura 34. Correlacién de niveles séricos de IL-6 y PCR en la cohorte global.
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Figura 35. Correlacion de niveles séricos de IL-6 y PCR en el grupo de RPC.
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Tabla 14. Correlacidn de niveles séricos de IL-6 y PCR en el grupo de RPC

Sin ajustar Ajustado
r 0.54 0.64
Valor de p <0.0001 <0.0001

Ajustado por sexo, edad, diabetes mellitus, tabaquismo e hipertensién.
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Figura 36. Correlacion de niveles séricos de IL-6 y PCR en el grupo de ECM.
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Tabla 15. Correlacidon de niveles séricos de IL-6 y PCR en el grupo de ECM.

Sin ajustar Ajustado
r 0.20 0.20
Valor de p 0.03 0.04

Ajustado por sexo, edad, diabetes mellitus, tabaquismo e hipertensién.

5.2.2.2 Expresion mRNA PCR

No se pudo realizar por muy baja expresién en la sangre.

5.2.2.3 Polimorfismos genéticos PCR

No se observaron diferencias en las frecuencias genotipicas, alélicas vy

haplotipicas entre pacientes con RPC y pacientes con ECM.
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Tabla 16. Frecuencias de Genotipo y alelos de PCR en todos los pacientes incluidos en

este estudio.

Polimorfismo | Genotipo RPC ECM P OR [95% IC]
PCR /Alelo % (n/N) % (n/N)
rs1205 cC 36.21(21/58) | 38.84 (47/121) - Ref.
CT 43.10 (25/58) 47.93 (58/121) | 0.97 | 0.99[0.48-2.03]
1T 20.69 (12/58) 13.23(16/121) | 0.33 | 1.61[0.62-4.16]
C 57.76 (67/116) | 62.81(152/242) | - Ref.
T 42.24 (49/116) | 37.19(90/242) | 0.41 | 1.22[0.76-1.94]
rs1800947 CcC 87.93 (51/58) | 86.67 (104/120) - Ref.
CG 12.07 (7/58) 12.50 (15/120) | 0.71 | 0.83[0.31-2.23]
GG 0 0.83 (1/120) - -
C 93.97 (109/116) | 92.92 (223/240) - Ref.
G 6.03 (7/116) 7.08 (17/240) | 0.52 | 0.74[0.29-1.87]
rs1417938 T 43.86 (25/57) 40.83 (49/120) - Ref.
TA 52.63 (30/57) | 46.67 (56/120) | 0.94 | 1.03 [0.52-2.04]
AA 3.51 (2/57) 12.50 (15/120) | 0.11 | 0.28 [0.06-1.35]
T 70.18 (80/114) | 64.17 (154/240) | - Ref.
A 29.82 (34/114) | 35.83(86/240) | 0.30 | 0.77 [0.46-1.26]

IC: intervalo de confianza; ECM: estabilidad clinica mantenida; N: nimero total de individuos

genotipados con éxito; OR: odds ratio; RPC: rapida progression clinica; Ref: referencia.

OR (95% IC) y los valores de p han sido ajustados por sexo, edad, diabetes mellitus, tabaquismo

e hipertensién.
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Tabla 17. Diferencias de haplotipos de PCR entre los pacientes progresadores y los

estables
Haplotipo® | Frecuencia en RPC Frecuencia en ECM % P OR [95% IC]
% (n/N) (n/N)
cCT 41.23 (47/114) 40.76 (97/238) - Ref.
CCA 15.79 (18/114) 22.27 (53/242) 0.33 | 0.72[0.38-1.39]
TCT 24.56 (28/114) 18.49(44/238) 0.29 | 1.40[0.76-2.57]
TCA 12.28 (14/114) 11.34 (27/238) 0.95 | 1.03[0.48-2.22]
TGT 4.39 (5/114) 5.04 (12/238) 0.56 | 0.72[0.23-2.20]
TGA 1.75 (2/114) 2.10 (5/238) 0.93 | 0.93[0.17-5.13]

IC: intervalo de confianza; ECM: estabilidad clinica mantenida; N: nimero total de individuos
genotipados con éxito; OR: odds ratio; RPC: rapida progression clinica; Ref: referencia.

OR (95% IC) y los valores de p han sido ajustados por sexo, edad, diabetes mellitus, tabaquismo
e hipertensién.

2 El orden de polimorfismos fue rs1025, rs1800947 y rs417938.

5.2.3 TNF-a

5.2.3.1 Niveles séricos TNF-a

No se pudo realizar por valores indetectables en suero de TNF-a.

5.2.3.2 Expresion mRNA TNF-a

Se detecté un aumento estadisticamente significativo de la expresion de TNF-a

en los pacientes progresadores en comparacion con los pacientes estables.
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Figura 37. Expresion de TNF-a en el grupo de casos (fast progressor) frente al grupo
control (Long-standing stable).
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*Resultados ajustados por sexo, edad, diabetes mellitus, tabaquismo e hipertensién usando
regresion linear.

5.2.3.3 Polimorfismos genéticos TNF-a

De todos los SNPs analizados, se identificaron diferencias en las frecuencias
alélicas y de portadores del polimorfismo rs3093664. En ambos casos la presencia del
alelo G se asocia con un menor riesgo de progresién rapida de la enfermedad (OR= 0,27

[0,08-0,92], p=0,04; OR=0,27 [0,07-0,95], p=0,04).
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Tabla 18. Frecuencias de Genotipos, alelos y “carriers” de los SNPs rs3093664 y

rs1800629 de TNF-a en todos los pacientes incluidos en este estudio.

Polimorfismo | Genotipo RPC ECM P OR [95% CI]
TNF /Alelo % (n/N) % (n/N)
/Carrier
rs3093664 AA 94.74 (54/57) 81.82(99/121) - Ref.
AG 5.26 (3/57) 17.36 (21/121) | 0.06 | 0.29 [0.08-1.04]
GG 0 0.83 (1/121) - -
A 97.37 (111/114) | 90.5(219/242) - Ref.
G 2.63 (3/114) 9.50 (23/242) 0.04 | 0.27 [0.08-0.92]
G non- 94.74 (54/57) 81.82(99/121) - Ref.
carriers
G 5.26 (3/57) 18.18 (22/121) | 0.04 | 0.27 [0.07-0.95]
carriers
rs1800629 GG 75.86 (44/58) 74.79 (89/119) - Ref.
GA 22.41 (13/58) 22.69 (27/119) | 0.77 | 1.12[0.51-2.47]
AA 1.72 (1/58) 2.52 (3/119) 0.79 | 0.72[0.07-7.46]
G 87.07 (101/116) | 86.13 (205/238) - Ref.
A 12.93 (15/116) 13.87(33/238) | 0.94 | 1.03[0.52-2.02]
A non- 75.86 (44/58) 74.79 (89/119) - Ref.
carriers
A carriers | 24.14 (14/58) 25.21 (30/119) | 0.85 | 1.08 [0.50-2.31]

IC: intervalo de confianza; ECM: estabilidad clinica mantenida; N: nimero total de individuos

genotipados con éxito; OR: odds ratio; RPC: rdpida progresion clinica; Ref: referencia.

OR (95% IC) y los valores de p han sido ajustados por sexo, edad, diabetes mellitus, tabaquismo

e hipertensién.
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Tabla 19. Frecuencias de Genotipos, alelos y “carriers” de los SNPs rs3093661 y

rs1800610 de TNF-a en todos los pacientes incluidos en este estudio.

Polimorfismo | Genotipo RPC ECM P OR [95% CI]
TNF /Alelo % (n/N) % (n/N)
/Carrier
rs3093661 GG 96.55 (56/58) 93.39 (113/121) - Ref.
GA 3.45 (2.58) 6.61(8/121) | 0.31 | 0.43[0.09-2.17]
AA 0 0 - -
G 98.28 (114/116) | 96.69 (234/242) | - Ref.
A 1.72 (2/116) 3.31(8/242) | 0.32 | 0.45[0.09-2.18]
Anon- | 96.55(56/58) | 93.39(113/121) | - Ref.
carriers
A carriers | 15.52(9/58) | 22.69(27/119) | 0.19 | 0.55 [0.23-1.34]
rs1800610 GG 84.48 (49/58) 77.31(92/119) - Ref.
GA 13.79 (8/58) | 21.85(26/119) | 0.13 | 0.49 [0.19-1.24]
AA 1.72 (1/58) 0.84 (1/119) | 0.46 3.35[0.14-
81.63]
G 91.38 (106/116) | 88.24 (210/238) | - Ref.
A 8.62 (10/116) | 11.76(28/238) | 0.30 | 0.65 [0.29-1.47]
Anon- | 84.48(49/58) | 77.31(92/119) - Ref.
carriers
A carriers | 15.52(9/58) | 22.69(27/119) | 0.19 | 0.55 [0.23-1.34]

IC: intervalo de confianza; ECM: estabilidad clinica mantenida; N: nimero total de individuos

genotipados con éxito; OR: odds ratio; RPC: rapida progresion clinica; Ref: referencia.

OR (95% IC) y los valores de p han sido ajustados por sexo, edad, diabetes mellitus, tabaquismo

e hipertensidn.
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Tabla 20. Diferencias de haplotipos de TNF-a entre los pacientes progresadores y los

estables.

Haplotipo® Frecuencia en Frecuencia en ECM % P OR [95% IC]
RPC (n/N)
% (n/N)

GGGA 76.31 (87/114) 66.24 (155/234) - Ref.
AGGA 12.28 (14/114) 13.25 (31/234) 0.74 | 0.89[0.44-1.79]
GGAA 8.77 (10/114) 10.68 (25/234) 0.33 | 0.66[0.29-1.52]
GGGG 0.88 (1/114) 5.98 (14/234) 0.07 | 0.15[0.02-1.16]
GAGG 0.88 (1/114) 2.56 (6/234) 0.23 | 0.27[0.03-2.33]
AGGG 0.88 (1/114) 0.43 (1/234) 0.69 | 0.86[0.09-37.15]
AGAA 0 0.43 (1/234) - -

GAAG 0 0.43 (1/234) - -

IC: intervalo de confianza; ECM: estabilidad clinica mantenida; N: nimero total de individuos

genotipados con éxito; OR: odds ratio; RPC: rapida progresion clinica; Ref: referencia.

OR (95% IC) y los valores de p han sido ajustados por sexo, edad, diabetes mellitus, tabaquismo

e hipertensién.

2 El orden de polimorfismos fue rs1800629, rs3093661, rs1800610 y rs3093664.

5.2.4 LDLR

5.2.4.1 Niveles séricos LDLR

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en los niveles de

LDLR entre los pacientes progresadores y los pacientes estables. Resultados ajustados

por edad, sexo, diabetes, fumador e hipertension.
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Figura 38. Niveles séricos de LDLR en el grupo de casos (fast progressor) frente al
grupo control (Long-standing stable).
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*Resultados ajustados por sexo, edad, diabetes mellitus, tabaquismo e hipertensién usando
regresion linear.

5.2.4.2 Expresion mRNA LDLR

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en la expresion de

LDLR entre los pacientes progresadores y los pacientes estables.
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Figura 39. Expresion de LDLR en el grupo de casos (fast progressor) frente al
grupo control (Long-standing stable).
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*Resultados ajustados por sexo, edad, diabetes mellitus, tabaquismo e hipertensién usando
regresion linear.

5.2.4.3 Polimorfismos genéticos LDLR

No hay diferencias en las frecuencias genotipicas, alélicas y haplotipicas entre

progresadores y estables en los SNPs estudiados.
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Tabla 21. Frecuencias de Genotipo y alelos de LDLR en todos los pacientes incluidos

en este estudio.

Polimorfismo | Genotipo RPC ECM P OR [95% CI]
LDLR /Alelo % (n/N) % (n/N)
rs1122608 GG 56.14 (32/57) | 53.34 (64/120) - Ref.
GT 38.60 (22/57) 38.33 (46/120) | 0.84 | 0.93[0.47-1.85]
T 5.26 (3/57) 8.33(10/120) | 0.51 | 0.62 [0.15-2.54]
G 75.44 (86/114) | 72.50 (174/240) | - Ref.
T 24.56 (28/114) | 27.50 (66/240) | 0.57 | 0.86 [0.51-1.46]
rs6511720 GG 68.97 (40/58) 71.67 (86/120) - Ref.
GT 31.03 (18/58) | 25.83(31/120) | 0.33 | 1.43[0.69-2.96]
1T 0 2.50 (3/120) - -
G 84.48 (98/116) | 84.48 (203/240) - Ref.
T 15.52 (18/116) | 15.42(37/240) | 0.77 | 1.10[0.58-2.07]

IC: intervalo de confianza; ECM: estabilidad clinica mantenida; N: nimero total de individuos

genotipados con éxito; OR: odds ratio; RPC: rdpida progresion clinica; Ref: referencia.

OR (95% IC) y los valores de p han sido ajustados por sexo, edad, diabetes mellitus, tabaquismo

e hipertensién.
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Tabla 22. Diferencias de haplotipos de LDLR entre los pacientes progresadores y los

estables.

Haplotipo? Frecuencia en Frecuencia en ECM% P OR [95% IC]
RPC (n/N)
% (n/N)
GG 74.56 (85/114) 70.59 (168/238) - Ref.
TG 10.53 (12/114) 13.86 (33/238) 0.24 | 0.64[0.31-1.33]
TT 14.04 (16/114) 13.45 (32/238) 0.80 | 1.09 [0.55-2.16]
GT 0.87 (1/114) 2.10 (5/238) 0.32 | 0.15[0.04-2.93]

IC: intervalo de confianza; ECM: estabilidad clinica mantenida; N: nimero total de individuos

genotipados con éxito; OR: odds ratio; RPC: rapida progression clinica; Ref: referencia.

OR (95% IC) y los valores de p han sido ajustados por sexo, edad, diabetes mellitus, tabaquismo

e hipertensién.

2 El orden de polimorfismos fue rs1122608 y rs6511720.

5.2.5 ApoB

5.2.5.1 Niveles séricos ApoB

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en los niveles de

ApoB entre los pacientes progresadores y los pacientes estables.
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Figura 40. niveles séricos de ApoB en el grupo de casos (fast progressor) frente al
grupo control (Long-standing stable).
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*Resultados ajustados por sexo, edad, diabetes mellitus, tabaquismo e hipertensién usando
regresion linear.

5.2.5.2 Expresion mRNA ApoB

No se pudo realizar por muy baja expresién en la sangre.

5.2.5.3 Polimorfismos genéticos ApoB

No se encontraron diferencias en las frecuencias genotipicas, alélicas vy

haplotipicasde los SNPs analizados entre progresadores y estables.
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Tabla 23. Frecuencias de Genotipo y alelos de ApoB en todos los pacientes incluidos

en este estudio.

Polimorfismo | Genotipo RPC ECM P OR [95% CI]
ApoB /Alelo % (n/N) % (n/N)
rs1042031 CcC 59.65 (34/57) | 58.82(70/119) | - Ref.
cT 35.09 (20/57) | 33.61(40/119) | 0.51 | 1.27 [0.63-2.58]
T 5.26 (3/57) 7.56 (9/119) | 0.96 | 0.96 [0.22-4.13]
C 77.19 (88/114) | 75.63 (180/238) | - Ref.
T 22.81 (26/114) 24.37 (58/238) | 0.69 | 1.12[0.65-1.95]
rs693 GG 29.82 (17/57) | 34.17 (41/120) | - Ref.
GA 55.88 (29/57) | 45.00 (54/120) | 0.55 | 1.26 [0.60-2.66]
AA 19.30 (11/57) | 20.83(25/120) | 0.95 | 0.97 [0.37-2.51]
G 55.26 (63/114) | 56.67 (136/240) | - Ref.
A 44.74 (51/114) | 43.33 (104/240) | 0.95 | 1.02 [0.64-1.62]

IC: intervalo de confianza; ECM: estabilidad clinica mantenida; N: nimero total de individuos

genotipados con éxito; OR: odds ratio; RPC: rapida progresion clinica; Ref: referencia.

OR (95% IC) y los valores de p han sido ajustados por sexo, edad, diabetes mellitus, tabaquismo

e hipertensidn.
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Tabla 24. Diferencias de haplotipos de ApoB entre los pacientes progresadores y los

estables.

Haplotipo? Frecuencia en Frecuencia en ECM % P OR [95% IC]
RPC (n/N)
% (n/N)
CG 41.97 (47/112) 42.37 (100/236) - Ref.
CA 34.82 (33/112) 33.05 (78/236) 0.97 | 1.01[0.59-1.74]
TG 12.05 (14/112) 13.98 (33/236) 0.82 | 1.09[0.52-2.30]
TA 10.71 (12/112) 10.60 (25/236) 0.69 | 1.18[0.53-2.61]

IC: intervalo de confianza; ECM: estabilidad clinica mantenida; N: nimero total de individuos
genotipados con éxito; OR: odds ratio; RPC: rapida progression clinica; Ref: referencia.

OR (95% IC) y los valores de p han sido ajustados por sexo, edad, diabetes mellitus, tabaquismo

e hipertension.

2 El orden de polimorfismos fue rs1042031 y rs693.

5.2.6 SREBP2

5.2.6.1 Niveles séricos SREBP2

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en los niveles de

SREBP2 entre los pacientes del grupo RPC vy los pacientes con ECM.
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Figura 41. Niveles séricos de SREBP2 en el grupo de casos (fast progressor) frente al
grupo control (Long-standing stable).
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*Resultados ajustados por sexo, edad, diabetes mellitus, tabaquismo e hipertensién usando
regresion linear.

5.2.6.2 Expresion nRNA SREBP2

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en la expresion de

SREBP2 entre los pacientes progresadores y los pacientes estables.
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Figura 42. Expresion de SREBP2 en el grupo de casos (fast progressor) frente al grupo
control (Long-standing stable).
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*Resultados ajustados por sexo, edad, diabetes mellitus, tabaquismo e hipertensiéon usando
regresion linear.

5.2.6.3 Polimorfismos genéticos SREBP2

No hay diferencias en las frecuencias genotipicas, alélicas y haplotipicas entre

progresadores y estables en los SNPs estudiados.
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Tabla 25. Frecuencias de Genotipo,alelos y “carriers” de SREBP2 en todos los

pacientes incluidos en este estudio.

Polimorfismo | Genotipo RPC ECM P OR [95% CI]
SREBP2 /Alelo % (n/N) % (n/N)
rs7288536 T 31.03 (18/58) | 25.21(30/119) - Ref.
TC 44.83 (26/58) | 47.90(57/119) | 0.46 | 0.74 [0.34-1.64]
cC 24.14 (14/58) | 26.89(32/119) | 0.48 | 0.72 [0.29-1.78]
T 53.45 (54/116) | 49.16(117/238) | - Ref.
C 46.55 (26/114) 50.84 (121/238) | 0.47 | 0.84 [0.53-1.34]
C non - 31.03 (18/58) 25.21 (30/119) - Ref.
carriers
Ccarriers | 68.97 (40/58) | 74.79(89/119) | 0.42 | 0.73[0.35-1.54]
rs2228314 GG 68.97 (40/58) 59.17 (71/120) - Ref.
GC 24.14 (14/58) 34.17 (41/120) | 0.07 | 0.48 (0.22-1.05)
cC 6.90 (4/58) 6.67 (8/120) | 0.97 | 0.97 (0.25-3.78)
G 81.03 (94/116) | 76.25(183/240) | - Ref.
C 18.97 (22/116) | 23.75(57/240) | 0.23 | 0.70[0.39-1.25]
Cnon - 68.97 (40/58) 59.17 (71/120) - Ref.
carriers
Ccarriers | 31.03(18/58) | 40.83(49/120) | 0.10 | 0.55[0.27-1.13]

IC: intervalo de confianza; ECM: estabilidad clinica mantenida; N: nimero total de individuos

genotipados con éxito; OR: odds ratio; RPC: rapida progresion clinica; Ref: referencia.

OR (95% IC) y los valores de p han sido ajustados por sexo, edad, diabetes mellitus, tabaquismo

e hipertensidn.
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Tabla 26. Diferencias de haplotipos de SREBP2 entre los pacientes progresadores y

los estables.
Haplotipo® | Frecuencia en RPC Frecuencia en ECM % P OR [95% IC]
% (n/N) (n/N)
CG 40.52 (47/116) 39.83 (94/236) - Ref.
TG 40.52 (47/116) 36.44 (86/236) 0.79 | 1.07 [0.64-1.80]
TC 12.93 (15/116) 12.29 (29/236) 0.99 | 1.01[0.46-2.19]
cC 6.03 (7/116) 11.44 (27/236) 0.10 | 0.46[0.18-1.16]

IC: intervalo de confianza; ECM: estabilidad clinica mantenida; N: nimero total de individuos
genotipados con éxito; OR: odds ratio; RPC: rapida progresién clinica; Ref: referencia.

OR (95% IC) y los valores de p han sido ajustados por sexo, edad, diabetes mellitus, tabaquismo
e hipertension.

2 El orden de polimorfismos fue rs7288536 y rs2228314.

5.2.7 PCSK9

5.2.7.1 Niveles séricos PCSK9

Se observd un aumento estadisticamente significativo de los niveles de PCSK9 en

los pacientes progresadores en comparacion con los pacientes estables (p=0.009).
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Figura 43. Niveles séricos de PCSK9 en el grupo de casos (fast progressor) frente al
grupo control (Long-standing stable).
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*Resultados ajustados por sexo, edad, diabetes mellitus, tabaquismo e hipertensién usando
regresion linear.

5.2.7.2 Expresion mRNA PCSK9

No se pudo realizar por muy baja expresion en la sangre.

5.2.7.3 Polimorfismos genéticos PCSK9

De los seis SNPs de PCSK9 estudiados, el rs2483205 mostré diferencias
significativas en las frecuencias genotipicas y alélicas (genotipo CT: OR=3,39 [1,50-7,65],
p=0,003; genotipo TT: OR=3,12 [1,12-8,64], p=0,03; y alelo T: OR=1,83 [1,15-2,93],
p=0,01), evidenciando que la presencia del alelo T se asociaba a un mayor riesgo de

progresion clinica rapida de la enfermedad.
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Tabla 27. Frecuencias de genotipo y alelos de los SNPs rs2483205, rs2495477 y
rs562556_GOP de PCSK9 de todos los pacientes incluidos en el estudio.

Polimorfismo Genotipo RPC ECM P OR [95% CI]
PCSK9 /Alelo % (n/N) % (n/N)
/Carrier
rs2483205 cC 18.97 (11/58) | 39.83 (47/118) - Ref.
CT 60.34 (35/58) 43.22 (51/118) | 0.003 | 3.39 [1.50-7.65]
TT 20.69 (12/58) 16.95 (20/118) | 0.03 | 3.12[1.12-8.64]
C 49.14 (57/116) | 61.44 (145/236) - Ref.
T 50.86 (59/116) | 38.56(91/236) | 0.01 | 1.83[1.15-2.93]
rs2495477 AA 32.76 (19/58) | 40.00 (48/120) - Ref.
AG 56.90 (33/58) | 51.67(62/120) | 0.34 | 1.41[0.70-2.85]
GG 10.34 (6/58) 8.33(10/120) | 0.40 | 1.68[0.50-5.59]
A 61.21 (71/116) | 65.83 (158/240) - Ref.
G 38.79 (45/116) | 34.17 (82/240) | 0.32 | 1.27 [0.79-2.05]
rs562556_GOF AA 70.18 (40/57) 72.88 (86/118) - Ref.
AG 22.81(13/57) 26.27 (31/118) | 0.99 | 0.99[0.45-2.19]
GG 7.02 (4/57) 0.85(1/118) 0.03 14.73 [1.39-
156.35]
A 81.58 (93/114) | 86.02 (203/236) - Ref.
G 18.42 (21/114) | 13.98(33/236) | 0.15 | 1.58[0.84-2.98]

IC: intervalo de confianza; ECM: estabilidad clinica mantenida; N: nimero total de individuos

genotipados con éxito; OR: odds ratio; RPC: rapida progresion clinica; Ref: referencia.

OR (95% IC) y los valores de p han sido ajustados por sexo, edad, diabetes mellitus, tabaquismo

e hipertensidn.
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No hay diferencias en las frecuencias haplotipicas entre progresadores vy

estables, ni en las frecuencias genotipicas y alélicas del resto de polimorfismos

evaluados.

Tabla 28. Frecuencias de Genotipo y alelos de los SNPs rs11206510, rs2479409 y
rs11583680_LOF de PCSK9 en todos los pacientes incluidos en este estudio.

Polimorfismo Genotipo RPC ECM P OR [95% ClI]
PCSK9 /Alelo % (n/N) % (n/N)
/Carrier
rs11206510 TT 75.86 (44/58) | 71.90 (87/121) - Ref.
TC 20.69 (12/58) | 25.62(31/121) | 0.54 | 0.78[0.36-1.72]
cC 3.45 (2/58) 2.48 (3/121) 0.93 | 1.09 [0.17-6.96]
T 86.21 (100/116) | 84.71 (205/242) - Ref.
C 13.79 (16/116) | 15.29 (37/242) | 0.68 | 0.87 [0.45-1.67]
rs2479409 AA 46.55 (27/58) | 29.75 (36/121) - Ref.
AG 34.48 (20/58) 57.02 (69/121) | 0.019 | 0.41[0.20-0.86]
GG 18.97 (11/58) | 13.22(16/121) | 0.66 | 0.80[0.31-2.10]
A 63.79 (74/116) | 58.26 (141/242) - Ref.
G 36.21 (42/116) | 41.74 (101/242) | 0.27 | 0.77 [0.48-1.23]
rs11583680_LOF CC 81.03 (47/58) | 85.71(102/119) - Ref.
cT 17.24 (10/58) | 13.45(16/119) | 0.35 | 1.53[0.62.376]
TT 1.72 (1/58) 0.84 (1/119) 0.65 | 1.91[0.11-32.0]
C 89.66 (104/116) | 92.44 (220/238) - Ref.
T 10.34 (12/116) | 7.56(18/238) | 0.30 | 1.53[0.69-3.38]

IC: intervalo de confianza; ECM: estabilidad clinica mantenida; N: nimero total de individuos

genotipados con éxito; OR: odds ratio; RPC: rapida progresion clinica; Ref: referencia.

OR (95% IC) y los valores de p han sido ajustados por sexo, edad, diabetes mellitus, tabaquismo

e hipertensidn.
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Tabla 29. Diferencias de haplotipos de PCSK9 entre los pacientes progresadores y los

estables.
Haplotipo® | Frecuencia en RPC Frecuencia en ECM % P OR [95% IC]
% (n/N) (n/N)

TACCAA 27.19 (31/114) 34.51 (78/226) - Ref.

TGCCAA 14.04 (16/114) 13.72 (31/226) 0.89 | 1.06[0.49-2.27]
TGCTGA 7.02 (8/114) 6.19 (14/226) 0.48 | 1.46[0.51-4.18]
TGCTGG 2.63 (3/114) 5.75 (13/226) 0.42 | 0.57[0.15-2.22]
TACTAA 7.02 (8/114) 5.31 (12/226) 0.24 | 1.87[0.66-5.30]
TACTGA 6.14 (7/117) 4.87 (11/226) 0.43 | 1.54[0.52-4.56]
TACTGG 6.14 (7/114) 3.10 (7/226) 0.05 | 3.42[0.98-11.92]

IC: intervalo de confianza; ECM: estabilidad clinica mantenida; N: nimero total de individuos
genotipados con éxito; OR: odds ratio; RPC: rapida progression clinica; Ref: referencia.

OR (95% IC) y los valores de p han sido ajustados por sexo, edad, diabetes mellitus, tabaquismo
e hipertension.

2 El orden de polimorfismos fue rs11206510, rs2479409, rs11583680, rs2495477 y rs562556.

A la vista de los hallazgos significativos encontrados a nivel de SNPs tanto en IL-
6, como en TNF-a y en PCSK9 se estudid, en cada grupo, la prevalencia de uno solo de

los SNPs, la combinacion de dos de ellos o la asociacion de los tres SNPs.

Se vié que un 51.7% de los pacientes del grupo de RPC presentaban la
combinacion de los tres alelos que confieren riesgo de progresion clinica rapida frente a
solo un 18.0% de los pacientes del grupo de ECM, siendo esta diferencia

estadisticamente significativa (p<0.001).
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Figura 44. Distribucidon de los alelos IL-6 rs180075 C, TNF rs3093664 non-G and PCSK9
rs2483205 T en el grupo de casos frente al grupo control.
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IL-6, interleukin-6; PCSK9, proprotein convertase subtilisin/kexin type 9; TNF, tumor
necrosis factor.

La figura 47 resume de forma visual los hallazgos mas importantes del analisis
molecular. En una fase clinicamente estable de la enfermedad, los pacientes con RPC
tenian un nivel subyacente mas elevado de inflamacién (tanto en moléculas de IL-6
como de TNF-a) y niveles séricos mas elevados de PCSK9, mientras que los pacientes
con ECM tenian un perfil lipidico mas protector (niveles mas altos de lipoproteinas de

alta densidad y apoA1l).
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Figura 45. Resumen visual de los hallazgos mas relevantes del estudio molecular
comparando el grupo de RPCy el de ECM
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5.3 Analisis perfil sociocultural

A partir de la encuesta realizada a todos los pacientes se han comparado las
respuestas a todos los items de los participantes del grupo de RPC frente al de ECM. Se
han agrupado los resultados segun las diferentes esferas analizadas: habitos de vida,
autocuidado y gestidon de la enfermedad, perfil sociocultural y perfil tecnolégico o

mundo 2.0.

Tabla 30. Habitos de vida de los pacientes del grupo de RPC frente al grupo con ECM.

RPC (n =58) ECM (n = 122) p
Tabaco
Fumador actual (%) 4(6.9) 14 (11.5) 0.25
Intencién no fumar (%) 1(25) 9 (64.3) 0.16
Fumadores entorno (%) 31(53.4) 57 (46.7) 0.39
Exfumador (%) 43 (74.1) 88 (72.1) 0.87
Paquetes/afio 41.72+38.24 37.14431.8 0.45
Consumo alcohol 0.07
Abstemio (%) 34 (58.6) 50 (41.3)
Fin de semana (%) 6 (10.3) 25(20.7)
Diario (%) 18 (31) 46 (38)
Uso drogas (%) 0(0) 2(1.7) 0.32
Dieta
Sosa (%) 47 (81.0) 85 (69.7) 0.107
Dieta mediterranea (%) 52 (89.7) 119 (98.3) 0.008
Ejercicio
Ninguno (%) 13 (22.4) 17 (14) 0.161
Nadar (%) 1(2.4) 6 (5.8) 0.4
Correr (%) 0(0) 1(1.0) 0.72
Bici (%) 3(7.3) 5 (4.8) 0.4
Gimnasio (%) 6 (14.6) 9(8.8) 0.31
Frecuencia ejercicio 0.33
Diario (%) 38 (84.4) 77 (75.5)
2-3dias/semana (%) 7 (15.6) 22 (21.6)
1dia/semana (%) 0(0) 3(2.9)
Intensidad ejercicio 0.053
Baja (%) 19 (42.2) 28 (26.9)
Media (%) 18 (40) 64 (61.5)
Alta (%) 8(17.8) 12 (11.5)
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Tabla 31. Autocuidado y gestion de la enfermedad por parte de los pacientes.

RPC (n = 58) ECM (n = 122) p
Percepcion salud 6.34+1.9 7.24%1.5 0.001
Olvidos consultas (%) 2(3.4) 3(2.5) 0.71
Conoce tratamiento (%) 50 (86.2) 112 (92.6) 0.17
Control medicacion 0.34
Paciente (%) 48 (84.2) 109 (90.1)
Familiar (%) 9 (15.8) 11 (9.1)
Cuidador (%) 0(0) 1(0.8)
Olvidos tratamiento 0.54
Nunca (%) 51 (87.9) 109 (90.8)
Alguna vez/mes (%) 4(6.9) 7 (5.8)
Alguna vez /semana (%) 2(3.4) 4(3.3)
Casi a diario (%) 1(1.7) 0(0)
Programas de salud (%) 20 (34.5) 37 (30.8) 0.62
Consulta informacién enfermedad 0.002
No (%) 42 (72.4) 110 (90.2)
Profesionales (%) 3(5.2) 5(4.1)
Internet (%) 13(22.4) 7(5.7)
Colesterol 0.15
Conoce cifras (%) 53 (91.4) 111 (91)
Cifras controladas (%) 52 (98.1) 111 (100)
Azucar
Conoce cifras (%) 52 (89.7) 111 (91) 0.78
Cifras controladas (%) 52 (100) 110 (99.1) 0.49
Frecuencia medicion tension arterial 0.54
Diario (%) 5(8.6) 8 (6.6)
Semanal (%) 14 (24.1) 20 (16.5)
Mensual (%) 23 (39.7) 58 (47.9)
Anual (%) 1(1.7) 6 (5)
Nunca (%) 15 (25.9) 29 (24)
Control tension arterial 0.163
Paciente (%) 20 (57.6) 42 (45.2)
Familiar (%) 6 (14.3) 5(5.4)
Enfermera (%) 13 (31) 31(33.3)
Médico (%) 3(7.1) 15 (16.1)
Control peso 0.37
Diario (%) 3(5.3) 6(5.1)
Semanal (%) 19 (33.3) 25(21.2)
Mensual (%) 20 (26.3) 48 (40.7)
Nunca (%) 15 (26.3) 39 (33.1)
Frecuencia revision médica <0.001
2 veces/afio (%) 34 (59.6) 36 (29.5)
Anual (%) 20 (35.1) 80 (65.6)
Nunca (%) 3(5.3) 6(4.9)
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Tabla 32. Perfil sociocultural de los pacientes del grupo de RPC frente al grupo con

ECM.
RPC (n =58) ECM (n = 122) p
Nivel de estudios 0.41
Sin estudios (%) 6 (10.3) 5(4.1)
Primarios (%) 23(39.7) 48 (39.3)
FP (%) 18 (31.0) 41 (33.6)
Secundarios (%) 11 (19.0) 28 (23)
Tipo de trabajo 0.87
Cuello blanco (%) 24 (42.1) 53 (43.4)
Cuello azul (%) 33 (57.9) 69 (56.6)
Ocupacion 0.82
Activo (%) 12 (20.7) 28 (23)
Paro (%) 1(1.7) 1(0.8)
Jubilado (%) 45 (77.6) 93 (76.2)
Estado civil 0.69
Soltero (%) 3(5.2) 9(7.4)
Casado (%) 45 (77.6) 88(72.1)
Divorciado (%) 8(13.8) 16 (13.1)
Viudo (%) 2(3.4) 9(7.4)
Lugar de residencia 0.79
Rural (%) 30 (51.7) 60 (49.6)
Urbano (%) 28 (48.3) 61 (50.4)
Convivencia 0.133
Solo (%) 4(6.9) 18 (14.8)
Acompaiiado (%) 54 (93.1) 104 (85.2)
Tareas hogar <0.0001
Paciente (%) 20(34.5) 54 (45)
Familia (%) 29 (50) 22 (18.3)
Cuidador (%) 9 (15.5) 44 (36.7)
Nuamero hijos 2.1441.3 1.86+1.1 0.14
Mascota (%) 24 (41.4) 53 (43.4) 0.79
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Tabla 33. Perfil tecnoldgico de los pacientes del grupo de RPC frente al grupo con

ECM.
RPC (n =58) ECM (n = 122) p

Uso redes sociales

Facebook (%) 16 (27.6) 39 (32.2) 0.53

Twitter (%) 4 (6.9) 2(1.7) 0.07

Youtube (%) 0(0) 3(2.5) 0.23

Instagram (%) 3(5.2) 11(9.1) 0.36

LinkedIn (%) 0(0) 1(0.8) 0.49

Spotify (%) 0(0) 0(0) 1
Teléfono movil (%) 57 (98.3) 113 (93.4) 0.16
Movil Smartphone (%) 43 (75.4) 86 (76.8) 0.85
Uso Apps movil (%) 42 (73.7) 84 (74.3) 0.93
Conexion internet (%) 53(91.4) 100 (82) 0.098
Internet movil (%) 43 (81.1) 87 (87) 0.33
Internet domicilio (%) 46 (86.8) 88 (88.9) 0.70
Dispositivos electrdnicos

Tablet (%) 19 (32.8) 47 (38.5) 0.45

Ordenador mesa (%) 24 (41.4) 49 (40.2) 0.88

Ordenador portatil (%) 27 (46.6) 42 (34.4) 0.12

Smart TV (%) 7(12.1) 16 (13.1) 0.84
Uso Skype/Facetime (%) 21 (36.2) 39 (32) 0.57
Uso wifi publica (%) 9(15.5) 10(8.2) 0.13

En el apartado de habitos de vida la uUnica diferencia estadisticamente
significativa se encuentra en el seguimiento de una dieta mediterranea que es mas
frecuente en grupo de ECM. Este grupo tiende igualmente a comer una dieta mas sosa,

hacer mas ejercicio y de una intensidad algo mayor que en grupo de RPC.

Sin embargo, el grupo de RPC tiende a tener menos fumadores y el consumo de

alcohol es menor.

En el apartado de autocuidado y gestion de la enfermedad de forma significativa
los pacientes del grupo de ECM tienen una puntuacidon mas alta en la percepcién de su
estado de salud respecto al grupo de RPC (6.34+1.9 vs 7.24+1.5; p<0.0001). Por el
contrario, consultan menos sobre su enfermedad y realizan revisiones médicas con
menos frecuencia. Los pacientes del grupo de RPC tienden a conocer menos su

tratamiento.
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En el apartado de perfil sociocultural los resultados fueron muy similares en

ambos grupos. Unicamente se encontraron diferencias significativas en el item de quién

realiza las tareas del hogar que es menos frecuente que lo realice el paciente en el grupo

de RPC. Los pacientes de este mismo grupo tienden a vivir menos solos y a tener mas

hijos.

En el apartado de perfil tecnolégico no se encontré ninguna diferencia

estadisticamente significativa. En ambos grupos el uso de redes sociales fue

relativamente bajo, mientras que el uso y tipo de dispositivos de teleféno mavil fue

elevado y similar en ambos grupos. Igualmente fueron similares el tipo de dispositivos

electrénicos presentes en el domicilio de los dos grupos.

Tabla 34.Puntuacidn usada para estimar variables tnicas por esfera.

Habitos vida Gestion de su Perfil social Mundo 2.0
enfermedad

Tabaco Conoce tto Nivel de estudios Redes sociales

- 1No - 1si - 1 Estudios superiores (FP, - 1si

- 2 Exfumador - 2 No Univ) - 2 No

- 3si - 2 Estudios basicos

obligatorios
- 3 Sin estudios

Drogas Controla tto Ocupacion Telefono movil

- 1 No - 1Si - 1 Activo - 1Si

- 2Si - 2 No - 2 Jubilado/Paro - 2 No
Dieta Cumple tto Estado civil Internet domicilio

- 1Soso - 1si - 1Pareja - 1si

- 2Salado - 2No - 2Soltero/ Divorciado/ Viudo - 2No
Ejercicio Revisiones Residencia

- 1 Frecuente (> - 1 Sianual - 1 Urbano (>2500 hab)

- =2/s) - 2 No anual - 2 Rural (<2500 hab)

- 2 Esporadico

- 3 No

Convivientes
- 1Ssi
- 2 No

FP: formacion profesional; Hab: habitantes; Tto: tratamiento; Univ: universitarios.
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Con idea de intentar agrupar los items de la encuesta y buscar un score o
puntuacion de riesgo que agrupara varios items juntos, se cred una nueva variable
sumatoria de los items mdas importantes de cada esfera de tal forma que a mas
puntuacion acumulada en cada esfera, mas riesgo cardiovascular por factores
psicosociales, culturales se estimaba. De esta forma en la esfera de habitos de vida la
puntuacion minima era 4 y la maxima 7; en el apartado de gestién de su enfermedad la
puntuacion minima era 4 y la mdxima 8; en la esfera de perfil social la puntuacion iba de
4 a 11; y en apartado de perfil tecnolégico o mundo 2.0 la puntuacion minima era 3y la

maxima 6 (tabla 34).

Se categorizaron los pacientes en riesgo alto o riesgo bajo utilizando puntos de
corte para cada esfera estimados mediante un andlisis por curva ROC ajustado por edad.
Se muestran ahora los gréaficos y tablas resultantes de este analisis para elegir los puntos

de corte adecuados en cada esfera.

Tabla 35. Analisis para elegir punto de corte en esfera de habitos de vida.

Punto de Clasificados
corte Sensibilidad | Especificidad | correctamente Ir+ Ir-

>=3 100 0 4.100946 1
>=4 100 0.234962 4.326272 1.002355 0
>=5 96.7033 1.127821 5.04732 0.978064 2.923069
>=6 76.92308 16.8703 19.33303 0.925338 1.367902
>=7 46.15384 47.5094 47.45381 0.879278| 1.133379
>=8 24.17582 70.77068 68.85985 0.827109| 1.071407
>=9 6.593406 88.29887 84.94818 0.563485| 1.057846

>=10 0 99.20113 95.13294 0| 1.008053
>10 0 100 95.89905 1
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Figura 46. Curva ROC para estimar punto de corte dptimo en esfera de habitos

de vida.
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Area ROC (IC 95%): 0.4487 (0.389-0.508).

Tabla 36. Estimacion de punto de corte éptimo en la esfera de habitos de vida.

Puntos de corte 6ptimos

Se Sp

Mdxima eficiencia 10 0% 99.2%
(mas proximo borde
sup)

Segun ROC (se=sp) 7 46.2% 47.5%

En la esfera de habitos de vida se eligié como punto de corte dptimo la

puntuacion de 7.
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Tabla 37. Analisis para elegir punto de corte en esfera de autocuidado y gestidon de la

enfermedad.
Punto de Clasificados
corte |Sensibilidad | Especificidad correctamente |Ir+ Ir-

>=0 100 0 4.100946 1
>=1 100 0.375938 4.461468| 1.003774 0
>=2 97.8022 7.941729 11.62686 1.062394| 0.276741
>=3 97.8022 13.86278 17.30509 1.135423| 0.15854
>=4 94.50549 14.94361 18.2064 1.111092| 0.367683
>=5 45.05495 75.37594 74.13249 1.829712| 0.728947
>=6 15.38462 94.50188 91.25732 2.798158 | 0.895383
>=7 1.098901 99.4361 95.40334 1.948739| 0.99462
>=8 0 99.90601 95.80892 0| 1.000941

>8 0 100 95.89905 1

Figura 47. Curva ROC para estimar punto de corte 6ptimo en esfera de autocuidado y
gestion de la enfermedad.
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Tabla 38. Estimacion de punto de corte dptimo en la esfera de autocuidado y gestién
de la enfermedad.

Puntos de corte optimos

Se Sp

Maxima eficiencia 8 0% 99.9%
(mas préximo borde
sup)

Segun ROC (se=sp) 5 45.1% 75.4%

En la esfera de autocuidado y gestidn de la enfermedad se eligié como punto de

corte 6ptimo la puntuacién de 5.

Tabla 39. Analisis para elegir punto de corte en esfera de perfil social.

Punto de | Sensibilidad | Especificidad Clasificados Ir+ Ir-
corte correctamente
>=0 100 0 4.100946 1
>=5 100 0.563908 4.641728| 1.005671 0
>=6 95.60439 6.437969 10.09464| 1.021829| 0.682763
>=7 80.21978 26.8797 29.06715| 1.097093| 0.73588
>=8 61.53846 56.76691 56.96259 1.423411| 0.677534
>=9 31.86813 84.86842 82.6949 2.106067 | 0.802794
>=10 9.89011 94.3609 90.8968 1.753846| 0.954949
>=11 0 99.4361 95.35828 0| 1.005671
>11 0 100 95.89905 1
Tabla 40. Estimacion de punto de corte optimo en la esfera de perfil social.
Puntos de corte dptimos
Se Sp
Mdxima eficiencia 11 0% 99.9%
(mas proximo borde
sup)
Segun ROC (se=sp) 8 61.5% 56.8%
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Figura 48. Curva ROC para estimar punto de corte dptimo en esfera de perfil
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Area ROC (IC 95%): 0.6082 (0.547-0.669).

En la esfera de perfil social se eligi6 como punto de corte éptimo la puntuacién

de 8.

Tabla 41. Analisis para elegir punto de corte en esfera de perfil tecnolégico o mundo

2.0.
Punto de | Sensibilidad | Especificidad Clasificados Ir+ Ir-
corte correctamente

>=2 100 0 4.100946 1
>=3 100 0.845867 4.912125| 1.008531 0
>=4 83.51649 29.93421 32.13159| 1.191972| 0.550658
>=5 60.43956 66.72932 66.47138| 1.816601| 0.592849
>=6 24.17583 84.91541 82.42451| 1.602684 | 0.892938

>6 0 100 95.89905 1
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Figura 49. Curva ROC para estimar punto de corte 6ptimo en esfera de perfil
tecnolégico o mundo 2.0.
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Area ROC (IC 95%): 0.635 (0.579-0.691).

Tabla 42. Estimacion de punto de corte optimo en la esfera de perfil tecnolégico o

mundo 2.0.
Puntos de corte dptimos
Se Sp
Maxima eficiencia 6 24.2% 84.9%
(mds préximo borde
sup)
Segun ROC (se=sp) 5 60.4% 66.7%

En la esfera de perfil tecnolégico o mundo 2.0 se eligi6 como punto de corte
Optimo la puntuacién de 5.

Se calculd igualmente el punto de corte para el total de items de las 4 esferas
estudiadas en la encuesta.
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Tabla 43. Analisis para elegir punto de corte en la totalidad de items incluidos.

Punto de | Sensibilidad | Especificidad Clasificados Ir+ Ir-
corte correctamente

>=6 100 0 4.100946 1

>=8 100 0.046992 4.146012 1.00047 0

>=9 100 0.187969 4.281207| 1.001883 0
>=11 100 0.234962 4.326272| 1.002355 0
>=12 100 0.281954 4.371337| 1.002828 0
>=13 100 0.375938 4.461468| 1.003774 0
>=14 100 0.469923 4551598 | 1.004721 0
>=15 100 0.704885 4.776924 1.007099 0
>=16 100 0.939852 5.002256 1.009488 0
>=17 100 1.973683 5.993689 1.020134 0
>=18 100 3.289473 7.25552 1.034014 0
>=19 97.8022 7.142859 10.86075 1.053254| 0.307692
>=20 94.50549 13.72181 17.0347 1.095358 | 0.400422
>=21 89.01099 24.06015 26.72375 1.172125| 0.456731
>=22 74.72527 38.43985 39.9279| 1.213858| 0.657514
>=23 67.03297 54.60526 55.11492| 1.476668| 0.603734
>=24 53.84616 69.92481 69.26544 1.790385| 0.66005
>=25 39.56044 82.84775 81.07256 2.306428 | 0.729526
>=26 16.48352 90.88346 87.83236 1.808089| 0.91894
>=27 9.89011 96.09962 92.56422 2.535682 | 0.937672
>=28 5.494505 98.49624 94.68229| 3.653841| 0.959483
>=29 1.098901 99.53008 95.49347| 2.338461| 0.993681
>=30 0 99.81203 95.71879 0| 1.001883

>30 0 100 95.89905 1

Para la totalidad de items valorados se eligi6 como punto de corte éptimo la

puntuacion de 24.

Tabla 44. Estimacion de punto de corte éptimo en la totalidad de items valorados.

Puntos de corte dptimos

Se Sp

Maxima eficiencia 30 0% 99.8%
(mds préximo borde
sup)

Segun ROC (se=sp) 24 53.8% 69.9%
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Figura 50. Curva ROC para estimar punto de corte 6ptimo para la totalidad de items
valorados.
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Area ROC (IC 95%): 0.6460 (0.587-0.705).

Con todos los puntos de corte obtenidos a partir de las curvas ROC se clasificaron
los pacientes en riesgo alto o riesgo bajo de Cl en cada una de las esferas estudiadas en
la encuesta del estudio. Posteriormente se compard la presencia de estos grupos de alto
riesgo en el grupo de RPC frente al grupo de ECM de forma individual en cada esferay

también a partir del calculo de riesgo alto global.

En ninguno de los casos se encontraron diferencias entre los grupos que
pudieran sugerir un papel de cada una de las esferas en el riesgo de desarrollar una

enfermedad con mas rapida progresion clinica.
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Tabla 45. Comparacion de perfiles de riesgo alto en las diferentes esferas entre el

grupo de RPCy el de ECM.

RPC (n =58) ECM (n = 122) p
Riesgo alto habitos de vida (%) 10 (17.2) 22 (18) 0.89
Riesgo alto auto cuidado (%) 19 (32.8) 33(27) 0.43
Riesgo alto perfil social (%) 21 (36.2) 45 (36.9) 0.93
Riesgo alto perfil tecnolégico (%) 3(5.2) 10 (8.2) 0.55
Riesgo alto global (%) 5 (8.6) 7 (5.7) 0.47

Debido al hecho de que la aterosclerosis siempre se ha considerado como una
entidad en la que los factores ambientales juegan un papel importante nos ha
sorprendido no haber encontrado ninguna diferencia a ninguno de los niveles
explorados a partir de la encuesta. Bien es verdad que todos los casos fueron pareados
por edad y sexo y estan hechos en una comunidad sin diversidad racial, con una
homogeneidad étnica marcada. Ademads, nos encontramos en un entorno en el que la
sanidad publica es gratuita y todos los pacientes tienen el mismo acceso al sistema
sanitario y reciben la misma atencidén. Es por ello que las diferencias ambientales se

atendan y se convierten en menos relevantes, quedando el sustrato biolégico como el

de mayor peso en la evolucidn de la aterosclerosis en nuestras series.
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6. DISCUSION

6.1 Discusion

Este estudio muestra varios hallazgos interesantes:

1) El perfil de ambos grupos de pacientes en el momento del primer evento
cardiovascular es muy similar excepto en la presentacién clinica, ya que los pacientes
con RPC presentan con mayor frecuencia angina estable en comparacién con los
pacientes con ECM, cuyo primer evento clinico es con mayor frecuencia un infarto de
miocardio con elevacién del ST. Esta diferencia no fue estadisticamente significativa,
pero podria deberse a un error de tipo I, ya que nuestra muestra es pequefa. Aparte

de eso, el resto de variables analizadas son notablemente comparables entre los grupos.

2) También presenta resultados interesantes el analisis del perfil lipidico: los
niveles de ApoB fueron mas bajos y el LDLc tendié a ser mas bajo en el grupo de RPC,
probablemente relacionado con un tratamiento con estatinas mas reforzado en este
grupo. Asimismo, los niveles de HDL y Apo Al eran claramente inferiores en el grupo de
RPC, lo que podria explicarse por una condicién subyacente de mayor riesgo en dicha

poblacién.

3) Siguiendo en el ambito de los lipidos, igualmente se detectaron niveles séricos
de PCSK9 significativamente mas elevados en el grupo de RPC. Esto, junto con los
hallazgos genéticos (mayor presencia del alelo T del polimorfismo rs2483205 en este
grupo), concuerda con la idea de una condicion de mayor riesgo subyacente en estos

pacientes.

4) Este estudio también muestra hallazgos consistentes respecto al papel clave
gue juega la inflamacidn en esta enfermedad, incluso en una fase estable de la misma.
Tanto los niveles séricos de IL-6 como los de TNF-a aumentan significativamente en los
pacientes con RPC. Esto viene de nuevo acompafiado de hallazgos parejos a nivel
genético. Pudimos encontrar diferencias significativas en las frecuencias de los alelos del

polimorfismo TNF-a rs3093664 y del polimorfismo /L-6 rs1800795.
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5) Pese a un exhaustivo andlisis de habitos de vida, autocuidado, perfil social y
tecnoldégico mediante encuesta, no encontramos diferencias en factores “ambientales”
gue pudiesen haber jugado un papel en la agresividad de la evolucion de la

aterosclerosis.

6) Por ultimo, para nosotros el hallazgo mas importante de todo el estudio ha
supuesto detectar que, en los pacientes del grupo de RPC, se presenta la asociacién de
tres SNPs en un porcentaje claramente superior que en el grupo de ECM. Dicho de otra
manera, que un paciente presente a la vez los 3 SNPs (/L-6 rs1800795 alelo C, TNF-a
rs3093664 alelo G y PCSK9 rs2483205 alelo T) supone la “tormenta perfecta” para que

se desarrolle una aterosclerosis con mayor agresividad clinica.

Es bien sabido que una vez que la aterosclerosis coronaria es clinicamente
evidente, presenta una tasa de progresién muy variable en cada paciente concreto,
siendo esta progresion uno de los factores que mds influyen en el prondstico. Esta
variabilidad depende en parte de los factores de riesgo tradicionales, pero es necesario
ahondar en la -6mica y descender al fenotipo molecular y al genotipo para obtener mas
respuestas. Esto concuerda con el enfoque emergente para el tratamiento y la
prevencidon de enfermedades de la medicina de precisidn, que tiene en cuenta la
variabilidad individual de los genes, el entorno y el estilo de vida de cada persona. Este
es el camino que se ha pretendido seguir en este estudio, yendo mas alla de los factores
de riesgo tradicionales para centrarnos en la -Omica tratando de sefialar las diferencias
en el sustrato del paciente, encaminandonos hacia la Prevencion de Precisidn en la que
la intensidad y el tipo de intervenciones pueden adaptarse a individuos o poblaciones

especificas.

Las células inflamatorias y las lipoproteinas interactian con los productos
bioquimicos de la pared vascular y conducen a la formacién de la placa de ateroma. Los
cambios posteriores en la composiciéon de la placa aterosclerdtica y en el estado

inflamatorio definen la evolucidn a eventos estables o inestables.

La IL-6 y la PCR son unas de las moléculas implicadas en el estado inflamatorio
mas ampliamente analizadas. Varios estudios sugieren que estas dos moléculas se

asocian con el riesgo a largo plazo de sufrir eventos cardiovasculares en pacientes con
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enfermedad coronaria establecida o en pacientes con riesgo de aterosclerosis (17-18:20,25-
28)  |gualmente, la molécula de TNF-a estd implicada en multiples procesos
cardiovasculares y sus concentraciones plasmaticas persisten elevadas en los pacientes
gue han sufrido un infarto de miocardio y esto les confiere mayor riesgo de eventos

coronarios recurrentes (22:23),

Los datos de diferentes ensayos clinicos y metaanalisis sugieren que existe una
relacion consistente entre niveles bajos de LDLc y una menor tasa de eventos

cardiovasculares mayores (63.69),

El reciclado del LDLR de las superficies de los hepatocitos desempefia un papel
crucial en el mantenimiento del equilibrio del colesterol corporal y celular, regulando

los niveles plasmaticos de LDLc.

Recientemente se ha demostrado que la PCSK9 es esencial en la regulacion y el
reciclaje de LDLR. Los anticuerpos monoclonales que inhiben la PCSK9 han surgido como
una nueva clase de farmacos que reducen eficazmente los niveles de colesterol LDL ©8),
tienen un efecto favorable sobre la progresién de la aterosclerosis coronaria ©° e
influyen positivamente en la tasa de eventos cardiovasculares (6962, Cabe destacar que
la expresién de PCSK9 aumenta la produccidon de mediadores inflamatorios, como TNF-

a, NF-kB, IL-1, entre otros (¢3).

SREBP2 actua en la homeostasis del colesterol regulando tanto la expresion
como la sintesis de LDLR y PCSK9 (%73) y también se ha implicado en el proceso de

aterogénesis.

La Apo B, es una proteina implicada en el metabolismo de los lipidos, y es
ademas ligando para el LDLR. Muchos expertos piensan que la concentracion de Apo B

puede ser un mejor indicador del riesgo de enfermedad cardiovascular que el LDLc.

Los estudios genéticos han identificado recientemente los SNPs como una forma
natural de diversidad genética entre las personas y, con los avances en la
genotipificacién, se han identificado varios polimorfismos genéticos en relaciéon con un
efecto fenotipico. Muchos SNPs que se localizan en regiones promotoras tienen un

impacto funcional a través de cambios significativos en los niveles de expresion de los
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productos génicos. De acuerdo con esto, varios estudios han relacionado SNPs de los

genes IL6 y CRP con aspectos clinicos de la enfermedad cardiovascular (16:17,21,67,98-102),

Los SNPs del gen PCSK9 también han sido analizados en varios estudios,
demostrando una clara relacion entre los trastornos en la secrecion y/o funcion de este

gen con los niveles plasmaticos de LDL y, por tanto, con los eventos cardiovasculares

(102)

En relacidn con la progresidn rapida o acelerada de la aterosclerosis coronaria,
Shah et al ®7) presentaron una revisidn en la que resumieron los hallazgos significativos
de varios marcadores inflamatorios evaluados en diferentes estudios, como endotelina,

neopterina, MMP-9 e ICAM-1, osteopontina, LP-PLA2, PCR y Lp (a).

Terres et al 8 estudiaron a 79 pacientes con al menos una estenosis coronaria
de > 50% con angiografia de control a los 66 (+25) dias. La progresién rapida se definio
en este estudio como a) un aumento de >10% en la severidad de la estenosis, b) la
aparicion de una lesiéon de novo de > 50% de estenosis o c) la aparicion de un vaso
ocluido que previamente estaba permeable. Aunque en este estudio no se evaluaron
otros marcadores de inflamacién, los factores de riesgo cardiovascular clasicos no
difirieron en el grupo que progresd rapidamente frente al grupo que no lo hizo.
Concluyen que los niveles séricos elevados de Lp (a) se asociaban de forma
independiente con una rapida progresiéon de la enfermedad. Las medianas de Lp (a) en
su estudio fueron de 66 mg/dL (rango 2-139) en el grupo de rapida progresiéon anatémica
frente a 13 mg/dL (rango 2 a 211) (p: 0.01) en el grupo que no progreso. Igualmente
vieron que concentraciones superiores a 25mg/dL se encontraban en el 67% del grupo
de progresion angiografica frente al 33% del grupo sin progresién (p: 0.007). Estos
resultados son contrarios a los que nosotros hemos encontrado. En nuestro estudio no
vimos diferencias en los niveles de Lp (a) tan marcadas como en este estudio. Las
medianas en nuestro estudio fueron iguales en ambos grupos (26 mg/dL) con rangos
intercuartilicos menores. La proporcion de pacientes con concentraciones superiores a

25 mg/dL fue similar (en torno al 50%) en ambos grupos.

Nakachi (84 estudiaron a 153 pacientes con SCASEST a los que se les realizé una

ICP con angiografia de control a los 7 meses. Definieron progresién rapida como a) un
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aumento de >10% en la severidad de una estenosis previa de > 50% de estenosis, b) la
progresion de al menos un 30% sobre una lesidn con estenosis preexistente de <50% o
c) la aparicién de un vaso ocluido que previamente estaba permeable. En este caso la
elevacion de la PCR al ingreso (OR 2.92) y la elevacién de la PCR post ICP (48 horas) (OR
2.67), junto con multiples lesiones complejas, fueron predictores independientes de la
rapida progresion de las lesiones no culpables. En nuestro estudio tampoco
encontramos resultados acordes con este estudio, si bien es verdad que nosotros
realizamos las determinaciones analiticas en una fase estable de la enfermedad,

evitando los momentos agudos y los periodos periprocedimiento.

Otros autores también estan en la busqueda de nuevas dianas en el campo
lipidico mas alla de los factores de riesgo tradicionales que puedan tener un impacto en
la rdpida progresion de la enfermedad cardiovascular, siempre desde una perspectiva

anatdmica.

Sekimoto et al 193 han publicado recientemente un trabajo muy interesante en
el que analizan en 142 pacientes el papel de las LDL pequefias y densas en el riesgo de
progresion rapida angiografica de lesiones coronarias no culpables tras un sindrome
coronario agudo. Al igual que nosotros, no encontraron diferencias en las caracteristicas
basales ni en los factores de riesgo tradicionales. Sin embargo, los niveles de HDL, Apo
Al y ApoB fueron superiores en su grupo de progresidn rapida tanto justo después del
SCA como durante una fase estable, a diferencia de nuestros hallazgos. Llegaron a la
conclusién de que los niveles de LDL poco densas se asocian a una progresion rapida en

el contexto estudiado.

Won et al %), centraron su estudio en el papel del indice aterogénico del plasma
calculado como el cociente ente los triglicéridos y el HDLc expresado en logaritmo en
base 10. Lo midieron en 1488 pacientes que se habian sometido a un TAC coronario con
un intervalo de tiempo de unos 3.4 afios. Definieron la progresién angiografica rapida
como un aumento en el volumen del ateroma de 1%/afo. Dividieron los niveles del
indice aterogénico en terciles. Mediante un analisis de regresién lineal concluyendo que
es un marcador independiente de progresién rapida de la placa. En nuestro estudio

también calculamos el indice aterogénico, pero, de nuevo, no encontramos diferencias
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entre grupos. Nuestro estudio y el de Won difieren mucho en el nimero de pacientes e
igualmente en las definiciones de progresion y eso podria explicar los resultados

dispares.

Volviendo a los SNPs, Toutouzas et al (29 centraron su estudio en la relacion de
la rdpida progresidon angiografica, definida como la presencia de una lesién “de novo” o
un aumento de 220% en una lesidn previa en una segunda angiografia espaciada al
menos 12 meses de la primera, con los SNPs -174 G>C IL-6 (rs1800795) y 1846 C>T PCR
(rs1205). Incluyeron 157 pacientes de los cuales 83 (52.9%) cumplian criterios de rapida
progresion angiografica. Aunque el analisis realizado difiere del utilizado en nuestro
estudio se alcanzan conclusiones muy similares a las nuestras. A nivel de PCR no
encontraron ningun hallazgo interesante, pero a nivel de IL-6 describieron una
probabilidad acumulada de progresion de EAC de 52.8% para los pacientes portadores
del alelo C frente a un 13.3% en los portadores del alelo G (p: 0.005). Nosotros
encontramos la misma asociacién en los pacientes de RPC frente a los de ECM con la
diferencia de que nosotros usamos una definicidn clinica frente a la anatémica utilizada

en este estudio.

En cuanto a los SNPs de TNF-a, Yiallouros et al 1% en un estudio realizado en
una cohorte infantil en Chipre de 861 ninos, encontraron que los portadores del
genotipo GG de TNF-a rs3093664 tenian niveles mas altos de HDLc. Esto es consistente
con nuestros hallazgos, ya que, en nuestra cohorte, los portadores del genotipo GG de
TNF-a rs3093664 estaban mas representados en el grupo de ECM, lo cual podria deberse
a la relaciéon con los niveles mas elevados de HDLc, y que por tanto les confiere cierto

grado de proteccién frente a la aterosclerosis.

EI SNP de PCSK9 rs2483205 fue estudiado por Gai et al (%8 en un estudio de casos
y controles que comparaba 950 pacientes con EAC frente a 1082 controles sanos en
China. Encontraron que la presencia del genotipo TT de este SNP era un factor protector
de EAC (OR: 0.63, 1C:0.45-0.90, 0:0.011). Estos resultados son contrarios a los presentes
en nuestro estudio ya que, en nuestra serie, el SNP rs2483205 mostré diferencias
significativas en las frecuencias genotipicas y alélicas (genotipo CT: OR=3,39 [1,50-7,65],

p=0,003; genotipo TT: OR=3,12 [1,12-8,64], p=0,03; y alelo T: OR=1,83 [1,15-2,93],
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p=0,01), evidenciando que la presencia del alelo T se asociaba a un mayor riesgo de

progresion clinica rapida de la enfermedad.

No hemos encontrado en la literatura estudios que enfoquen la combinacién de
SNPs de diferentes moléculas relacionadas con el proceso de la aterosclerosis coronaria
como factores de riesgo de desarrollo de la misma. Teniendo en cuenta que siempre se
ha hablado de la aterosclerosis como una enfermedad poligénica, podria ser esta
conjuncién de SNPs de diferentes moléculas en una misma persona la que propiciase

esta presentacion tan agresiva de la aterosclerosis.

Ser capaces de detectar a estos pacientes en los que se dan las circunstancias de
“tormenta perfecta” al inicio de su enfermedad podria conducir a una estrategia de
"precision en la prevencién" con un tratamiento mas potenciado para evitar futuros

eventos cardiovasculares.

Por ello, nuestro siguiente paso, continuando con esta linea de investigacion, va
a consistir en crear una cohorte prospectiva de validacion de los hallazgos encontrados
a nivel de los SNPs de TNF-a, IL-6 y PCSK9 en poblaciones mdas amplias de pacientes que
debuten con un primer episodio de aterosclerosis clinica para evaluar si este fenotipo
molecular podria predecir una presentacion mds agresiva de la enfermedad vy

eventualmente abordarlos con una estrategia de tratamiento mdas precoz e intensa.

6.2 Limitaciones del estudio

Este estudio podemos encontrarnos con varias limitaciones:

En primer lugar, la muestra es pequefa ya que se trata de un estudio de un solo
centro, lo que podria habernos llevado a tener algunos errores de tipo Il en nuestros
hallazgos (algunas tendencias podrian haberse vuelto significativas con un tamafo
mayor). Aun asi, pudimos sefialar algunas diferencias interesantes y significativas entre

los grupos.

En segundo lugar, la definicion de RPC se ha confeccionado para este estudio de

forma arbitraria. Al no haber encontrado en la literatura una definicion adecuada de
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progresién rdpida desde el punto de vista clinico, se decidié elegir una, basada en
nuestra percepcion como clinicos. El objetivo fue intentar identificar una serie de
pacientes con una presentacién muy agresiva de la enfermedad para poder
caracterizarlos bien. El elegir un criterio menos restrictivo podria abrir la puerta a un
grupo mas heterogéneo de pacientes, y para este estudio exploratorio nos interesaba
mas un grupo menor pero mas seleccionado. Es por eso que decidimos que los pacientes
del grupo de RPC tenian que haberse sometido a al menos tres revascularizaciones (la
ICP indice y otras dos) en un periodo de 10 afios. No obstante, esta definicién podria

haber sido diferente.

En tercer lugar, los pacientes se analizaron en una fase estable de la enfermedad
en lugar de durante un evento agudo, donde probablemente se podrian haber
encontrado mds diferencias en los marcadores de inflamacién. Sin embargo, fue hecho
a proposito, ya que se busca alguna condicién de riesgo subyacente que defina a los
pacientes durante toda su vida, por lo que se decidié evitar las fases agudas de la

enfermedad.

En cuarto lugar, al tratarse de una busqueda retrospectiva, hemos estado
expuestos al problema llamado Falacia de Neyman, que ocurre cuando se incluyen
pacientes prevalentes o supervivientes de la enfermedad, siendo la exposicién a estudio
un factor prondstico de la misma. Dicho de otra forma, en este estudio se ha intentado
identificar algin marcador prondstico de enfermedad coronaria y para eso se han
comparado pacientes con una expresién mas agresiva de la enfermedad (al menos tres
eventos con necesidad de revascularizacion en un periodo de 10 afios) frente a pacientes
con enfermedad estable en esos 10 afios. El problema reside en que, para poder incluir
a los pacientes en el grupo de RPC, estos han tenido que sobrevivir a la enfermedad al
menos 10 afios. Por tanto, habrd personas con una evolucion agresiva con peor
pronéstico de la enfermedad y que hayan fallecido antes de 10 anos a las que hemos
perdido pudiendo haber pertenecido al grupo de RPC (figura 26). En cualquier caso, pese
a ser conscientes de que no se captaron todos aquellos con RPC, sabemos que todos los

pacientes del grupo son realmente progresadores clinicos rapidos.
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Por ultimo, y también debido al alcance retrospectivo del estudio, no podemos
establecer la prevalencia real de esta entidad (RPC), pero hemos podido hacernos una

idea.
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7. CONCLUSIONES

Este estudio es, hasta donde sabemos, el primero que aborda la rapida
progresion clinica de la aterosclerosis coronaria. Se ha podido perfilar esta entidad en
una fase estable de la enfermedad y abordarla centrdandonos en la -émica. Los hallazgos
sugieren la presencia de un sustrato basal en los pacientes con RPC tanto a nivel
inflamatorio como lipidico que los hace mas propensos a esta progresion agresiva de la

enfermedad.

7.1 Comparacion de caracteristicas demograficas, clinicas vy
anatomicas

A nivel de perfil demografico, caracteristicas clinicas y caracteristicas anatémicas
en el momento de debut de la cardiopatia isquémica, ambas cohortes han resultado ser
muy similares a excepcidn de la presentacidn clinica como SCAEST que es mas habitual

en el grupo de ECM.

7.2 Comparacion de niveles séricos

El analisis sérico de las moléculas del estudio, asi como del perfil lipidico
realizado mostré niveles mas elevados de IL-6 y PCSK9 en el grupo de RPC concordantes
con los hallazgos a nivel de SNPs. Paradéjicamente, los niveles de PCR fueron mayores
en el grupo de ECM en posible relacion con algin evento inflamatorio intercurrente. El
HDLc, la Apo Aly la ApoB fueron significativamente mas bajos en el grupo de RPC. Tanto
el LDLc como el colesterol total también tendian a ser mas bajos en este grupo. Estos
hallazgos son acordes con un tratamiento mas intensivo y una condicion subyacente de

mayor riesgo en el grupo de RPC.

7.3 Comparacion de niveles de expresion génica

La determinacidon de los niveles de expresién génica de las siete moléculas
resulté mas compleja de lo esperado ya que en tres de ellas no pudo realizarse (PCR,
ApoB y PCSK9). De las otras cuatro moléculas sélo se encontraron diferencias entre los
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grupos de RPC y ECM en los niveles de TNF-a que resultaron mas elevados en el grupo

de RPC.

7.4 Comparacion de genotipados

El estudio de los SNPs de las siete moléculas analizadas arrojé resultados
interesantes. La presencia del alelo C de rs1800795 en /L-6, del alelo T de rs2483205 en
PCSK9 y la ausencia del alelo G en rs3093664 en TNF-a confieren riesgo de forma
significativa de presentar una progresion clinica rapida de Cl. La presencia de pacientes
con estos 3 alelos de riesgo fue mucho mas frecuente en el grupo de RCP frente al de

ECM (51.7% vs 18%; p<001).

7.5 Comparacion de perfiles sociodemograficos y culturales

Tras un analisis item por item de la encuesta aplicada en el estudio, apenas se
han encontrado diferencias aisladas entre los grupos de RPC y ECM. La dieta
mediterranea fue mas habitual en el grupo de ECM, mientras que en el grupo de RPC la
percepcion del estado de salud fue peor pese a consultar mas sobre su enfermedad y
realizar mayores revisiones. Los scores de riesgo creados tuvieron similar

representacidon en ambos grupos.

7.6 Conclusion final

Los hallazgos encontrados en este estudio, sobre todo los referentes a los SNPs
de IL-6, TNF-a y PCSK9, animan a continuar la linea de investigacién en series mas
amplias y de forma prospectiva con idea de poder validar estos resultados que
permitirian identificar pacientes con una disposicidn inicial a tener una presentacién
mas agresiva de la enfermedad y por tanto posibles candidatos a terapias

individualizadas, mas agresivas y precoces.
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9. ANEXOS

9.1 Anexo |

CONVERSACION TELEFONICA:

Buenos dias,

Soy Cristina Obregén y le llamo del Hospital Valdecilla, del servicio de Cardiologia.

Me pongo en contacto con usted porque estamos realizando un estudio para el cual
usted seria un buen candidato y nos gustaria saber si estd interesado en colaborar con
nosotros.

Si no le importa le explico un poco en lo que consistiria.

Ya sabe que usted padece de una enfermedad que se llama aterosclerosis, motivo por
el que le hemos tenido que hacer al menos un cateterismo en el pasado, ya que tenia
suciedad en sus arterias del corazon.

Supongo que ya le hemos explicado que esa enfermedad es una enfermedad crénica.
Eso quiere decir que a lo largo de su vida puede volver a necesitar nuevos cateterismos
por aparicion de anginas de pecho o infartos.

Hemos visto que algunas de las personas a las que les hacemos un cateterismo, si siguen
un adecuado tratamiento, no vuelven a tener problemas nunca mas.

En cambio, hay otras personas que necesitan a lo largo de la vida repetirse el cateterismo
varias veces.

Usted se encuentra en el primer/segundo grupo.

Sabemos que existen una serie de factores que podemos intentar controlar que influyen
en esta enfermedad como son la hipertension, la obesidad, el stress en el trabajo, la
diabetes, y el colesterol.
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Pese a eso, creemos que hay otros factores aun no conocidos que hacen que unos
pacientes vayan mejor que otros, y eso es lo que estamos intentando identificar en
nuestro estudio.

Para ello, lo que vamos a hacer es sacar una analitica de sangre a pacientes de los dos
grupos y comparar una serie de marcadores entre ellos para ver si encontramos alguna
diferencia.

Ademas, el dia que viniera a la analitica aprovechariamos para hacerle una encuesta
sobre sus habitos de vida.

Si estuviera interesado en colaborar con nosotros buscariamos un dia que le venga bien
y le dariamos cita en Valdecilla Sur en nuestro departamento para que viniera en ayunas.

Le realizariamos una analitica y posteriormente le hariamos la encuesta. En total no nos
llevaria mas de 1 hora.

Este estudio no requiere de ninguna visita posterior, ni de ninguna llamada telefénica.

Es algo totalmente voluntario, pero le agradeceriamos enormemente si accede a
colaborar con nosotros ya que la informacidén que obtengamos con este estudio puede
servir para entender mejor la enfermedad que usted padece.
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9.2 Anexo |l

Hoja de informacién y consentimiento informado.

El paciente “progresador” como nueva entidad clinica en pacientes con
aterosclerosis coronaria. Estudio exploratorio sobre posibles sustratos
moleculares

INVESTIGADOR PRINCIPAL: Tamara Garcia Camarero

Ud. ha sido invitado a participar en este estudio. Antes de tomar su decisién, es
importante que comprenda el objetivo de esta investigacién que implica. Nuestra
intencién es proporcionarle informacion adecuada y suficiente para que pueda evaluar
y juzgar si quiere o no participar en el estudio. Para ello, es conveniente leer con
atencion esta hoja informativa y preguntar cualquier duda que le surja relativa al
estudio. Ademas puede consultar con cualquier profesional que considere oportuno.

Si acepta participar en el estudio debera rellenar, fechar y firmar dos ejemplares de este
documento y conservar uno de ellos para consultar los detalles de este estudio y las
personas con las que puede contactar, en caso necesario.

Por ello solicitamos su consentimiento para participar en el estudio que se describe mas
abajo, que ha sido aprobado por el Comité Etico de Investigaciones Clinicas del Hospital
Universitario Marqués de Valdecilla.

La participacidon en esta investigacion implica que sera tratado conforme a la practica
clinica habitual.

Participacion voluntaria

La participacidon en este estudio, es totalmente voluntaria. Su negativa a participar o su
retirada en cualquier momento no influird negativamente en su tratamiento médico. No
es necesario que justifique la decisidn sobre su negativa o retirada.

é¢Qué implica la participacion en este estudio?

La aterosclerosis coronaria es una enfermedad crénica cuya prevalencia estd
aumentando con el progresivo envejecimiento de la poblacién.

Su manifestacién clinica, la cardiopatia isquémica, es lider como causa de mortalidad en
los paises occidentales y esta ascendiendo en los paises en desarrollo.

Una vez que la arteriosclerosis coronaria se manifiesta clinicamente, ésta muestra un
muy variable grado de progresién en cada paciente y éste es el factor determinante del
prondstico. Sin embargo, la capacidad de predecir el riesgo de progresién en los
pacientes es muy limitada. Seria de gran importancia poder estimar ese riesgo de
progresiéon para asi poder individualizar el tipo e intensidad de las actuaciones de
prevencion secundaria y de tratamiento.

201



Anexos

Usted ha sido seleccionado porque esta diagnosticado de aterosclerosis coronaria y ha
sido sometido en el pasado a un cateterismo cardiaco donde le implantaron al menos
un “stent”.

Hemos observado que hay algunos pacientes que después de realizarse un cateterismo
cardiaco se mantienen estables a lo largo de los afos sin necesitar nuevos cateterismos
ni “stents” y en cambio hay otros pacientes que necesitan que se les pongan nuevos
“stents” porque en sus arterias coronarias aparecen nuevas lesiones.

Usted se encuentra en uno de esos dos grupos.

En este estudio nos gustaria comparar una serie de caracteristicas de estos dos grupos
de pacientes para ver si encontramos algun dato que nos permita diferenciar quienes
van a pertenecer a un grupo o a otro.

Para ello necesitaremos que acepte ser sometido a un cuestionario de preguntas
relacionadas con su enfermedad y su estilo de vida. No llevard mds de 20 minutos.

El mismo dia que le realicemos la entrevista se le extraera una muestra de sangre
periférica (4 tubos) para realizar analisis de sus niveles de colesterol y de otras moléculas
gue queremos investigar (IL-6, PCR, PCSK9).

En total tendrd que estar en el hospital una hora.
Este estudio no requiere de visitas posteriores ni seguimientos telefénicos.

También le pediremos que nos dé permiso para revisar su historial clinico y conservar
parte de las muestras de sangre sobrantes para poder analizar en el futuro nuevas
moléculas.

Se incluiran 150-200 pacientes del Hospital Universitario Marqués de Valdecilla a los que
se les recogeran los mismos datos que a usted.

¢Qué beneficios puedo obtener participando en este estudio?

Este estudio puede ayudar en la investigacion para el tratamiento de otros pacientes
con problemas médicos similares al suyo.

Con todos los datos recogidos en el estudio se elaborard un informe que ayudard a
aumentar el conocimiento de la evolucidn de la cardiopatia isquémica identificando
posibles actuaciones para mejorar el prondstico de la misma y evitar que los pacientes
como usted tenga que er sometidos a nuevos cateterismos por aparicion de nuevas
lesiones.

No recibira ningun tipo de compensacién econdmica por participar en este estudio.
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CONFIDENCIALIDAD

El tratamiento, la comunicacién y la cesion de datos de todos los sujetos participantes
se ajustara a lo dispuesto en la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre de Proteccion
de Datos de Caracter Personal. De acuerdo a lo que establece la legislacién mencionada,
usted puede ejercer los derechos de acceso, modificacidn, oposicion y cancelacion de
datos, para lo cual debera dirigirse a su investigador del estudio.

Los datos recogidos para el estudio estaran identificados mediante un cédigo, de forma
que no sea posible la identificacién del paciente. Sélo el investigador y personas
autorizadas relacionadas con el estudio tendran acceso a dicho cédigo. Sus datos no
podran ser relacionados con Ud., incluso aunque los resultados del estudio sean
publicados. Para todo lo no previsto en este documento, se aplicara la legislacién
vigente.

ACCESO A RESULTADOS DE LA INVESTIGACION

Aunque el paciente podrd conocer sus propios resultados de investigacion, no sera
posible comunicarle ningun resultado personal obtenido al resto de participantes en el
estudio. No obstante, puede solicitar al investigador los resultados globales de Ia
investigacion realizada.

REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

El participante tiene derecho a revocar su consentimiento y a retirarse del estudio en
cualquier momento y sin dar explicaciones. El cese de su participacién en el estudio no
afectara a la relacién con los profesionales de salud de su centro, ni a sus futuros
cuidados en salud.

Igualmente el participante tiene derecho a solicitar al Investigador Principal, Dia.
Tamara Garcia Camarero, en cualquier momento, y sin necesidad de especificar el
motivo, la destruccién o anonimizacion de sus datos.

DATOS DE CONTACTO:

Si le surge cualquier duda sobre su participacion en este proyecto o sobre sus derechos
como paciente, por favor, contacte con:

Tamara Garcia Camarero

Teléfono: 942202744 (Lunes a Viernes de 8:00 a 15:00).

CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL SUJETO POR ESCRITO
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Yo, el abajo firmante (indique nombre y apellidos),

decido libremente participar en el estudio titulado: El paciente “progresador” como
nueva entidad clinica en pacientes con aterosclerosis coronaria. Estudio exploratorio
sobre posibles sustratos moleculares.

He recibido suficiente informacidn por parte de

.................................................................................................................................... (nombre
del investigador o persona de su equipo que obtenga el consentimiento), quien me ha
entregado la hoja de informacién y consentimiento y me ha comentado la naturaleza,
objetivo y duracién del estudio. He tenido la oportunidad de hacerle preguntas sobre el
mismo y se me ha facilitado el nombre de una persona de contacto por si necesito
consultar algo durante el estudio.

Después de considerarlo, doy mi conformidad para colaborar con Diia. Tamara Garcia
Camarero y todos los colaboradores de su equipo.

He comprendido que tengo plena libertad de retirarme del estudio en cualquier
momento sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

He comprendido que podré ejercer mi derecho de acceso, rectificacion, cancelacion y
oposicion, en caso necesario, de mis datos personales a través de Diia. Tamara Garcia
Camarero.

Mi identidad nunca serd desvelada y toda informacidon obtenida para el estudio se
mantendra bajo la mas estricta confidencialidad. Autorizo a que mis datos clinicos y
todos los datos personales generados durante el estudio puedan ser revisados por el
médico del estudio y sus colaboradores, asi como por los miembros del Comité Etico de
Investigacidn Clinica y los representantes de las Autoridades Sanitarias.

Confirmo que he leido las 4 paginas de la hoja de informacién de la cual se me ha
entregado un

original firmado.

Yo, acepto que mis muestras de sangre sean utilizadas para el estudio.
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Yo, acepto que mis muestras de sangre sean almacenadas para utilizarlas en el futuro en
nuevos analisis.

Yo, acepto ser sometido/a a un cuestionario.
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9.3 Anexo Il

ESTUDIO PROGRESADORES

Codigo estudio: NV-__ -

Fecha Encuesta: / /

ETIQUETA PACIENTE Peso: ............. Kg

Talla; ...........cm

¢Conoce su enfermedad? [1 No [ Si
¢Conocia su enfermedad antes de tener el primer episodio? I No [JSi
¢Conoce los factores de riesgo cardiovascular? [J No [ISi

¢éCudles conoce?
[J Hipertensién [J Colesterol [1Diabetes [ Tabaquismo total:
1 Obesidad  [1Carga familiar/genética [ Stress total:

¢Cambid algo en sus habitos de vida después de ser diagnosticado de esta enfermedad?

I No [JSi
¢Diria que ha sido constante en el control /cuidado de su enfermedad durante todos estos
anos?

[J Nada constante L[] un poco L] bastante constantel] muy constante

¢Qué cree que ha podido influir en que su enfermedad evolucione asi? ......ccccceeceveceeeenene
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Habitos de vida cardiosaludables:

Tabaco:

- ¢Fuma? ONo [Si OSoy Exfumador [J<5a [15-10a [J10-20a [020-30a [130-40a [>40a
- ¢Cuantos afios ha fumado? [I<5a [15-10a [J10-20a [J20-30a [J30-40a [>40a
- ¢CUANO?.cciieeeeeecee, (paquetes/afio)

- Si es Exfumador, ¢qué le motivoé a dejar de fumar?

- Si no ha dejado de fumar aun, étiene intencion de dejarlo definitivamente? [1No [ Si
En caso afirmativo, éicree que podrd? [l Podré dejarlo [ Serd muy dificil

- ¢Fuma alguien en su familia actualmente? (I No [ Si

L] Pareja [J Padre [J Madre O hijo/s de......... L Otros:.ceceeveceeenns
Alcohol:
-éConsume algo de alcohol habitualmente? [J Abstemio [ Fin de semana [ A diario

Vino: .......copa/semana Cerveza......... semana Copas......... semana

Consumo de drogas:
-éConsume algun tipo de sustancias habitualmente? [0 Nunca [ Ocasional [J Habitual
O Marihuana [ CoCAING [ OraS..uiiiiiiieirreiiiiinee e cte e eeeereeseseesresresnnaneessaens
Dieta:
- ¢En la dieta, Vd. es mas de soso o salado? []Soso [l Salado
- ¢Sigue una alimentacién variada y equilibrada (basada en la dieta mediterranea)? [0 No [JSi
- En caso negativo, éQUE dieta SIGUE? .....ceieeiiiiiei ettt

Ejercicio:

- ¢Hace Vd. algo de ejercicio? [T No [Si

- ¢Qué tipo de ejercicio? [ Nadar  [J Correr OBici [JGimnasio [ OtroS:....cccceeeeeeeerveneennnn.
- ¢Con qué frecuencia? [J Diario []2-3dias/semana []1vez/semana [J Algun dia al mes
- En caso de practicar deporte, écon qué intensidad lo realiza? [J Baja [ Media [JAlta

Colesterol:

- ¢Sabe usted sus cifras de colesterol? [INo [ISi

- En caso de que las conozca: éestan bien controladas?: (I No [ISi
Azlcar:

- ¢Sabe usted sus cifras de azdcar? ' No [ISi

- En caso de que las conozca: éestan bien controladas?: ' No [1Si

Presion Arterial:
- ¢Con qué frecuencia se toma la TA?

(] Diario [J Semanal (] Mensual [J Anual [J Nunca
- El control de su TA es realizado por:
[] Usted mismo (] Familiar [J Enfermera [] Médico [J OtroS..cuceeecereveeinennn.
- ¢Toma medidas para prevenir la HTA? TNo [ Si
CCUBIRS? ...

Control Peso:
- ¢Con qué frecuencia suele controlar su peso?
[] Diario [l Semanal [l Mensual [0 Nunca

Revisiones Médicas:
- ¢Con qué frecuencia se hace una revision médica? [ 2veces/afo 0 Anual [J Nunca
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Autocuidado/Gestion de su enfermedad:
- ¢Cudl ha sido la autopercepcion de su salud hasta ahora?:
Muymala... 1 2 3 45 6 7 8 9 10 ..Muybuena
- ¢Suele olvidarse de acudir a las consultas de su especialista? [ No 0Si
- ¢Conoce cual es su tratamiento médico? [ONo [JSi

- ¢Quién controla su medicacién? [] Usted mismo (] Familiar [l Cuidador
- ¢Con qué frecuencia olvida tomar el tratamiento?
[] Casi todos los dias [1Una vez por semana '] Alguna vez al mes []Nunca
- ¢Consume programas de salud en la TV/Radio? [INo [ISi
- ¢ Tiene familiares con su misma enfermedad? (Primer grado; hombres < 55, mujeres <65)

[INo [ISiéQué familiares?......cccvivveerveveennnen. [1 No sabe
- éSuele consultar habitualmente informacion sobre su enfermedad? [ No [ Si
En caso afirmativo, a través de: [J Profesionales O Internet [J Otros

- ¢Conoce la actuacidn a seguir ante una angina de pecho? [INo [JSi

Social:

- Nivel de estudios: [J Sin estudios ] Estudios primarios [ FP [J Universitarios
- Tipo trabajo: [ Cuello blanco [J Cuello azul

- Ocupacion: L[] Estudiante [J Activo [ Paro [J Jubilado

- Estado Civil: [J Soltero [1 Casado (] Divorciado [1Viudo
- Lugar de residencia: [] Rural (<2500habit) [ Urbana (>2500habit)

- ¢Con quién vive? [1Solo [ Familia (] Otros
- En caso de vivir sélo, étiene apoyo familiar? T’ No [ Si
- ¢Quién se encarga de las tareas del hogar? [J Usted mismo [J Familia [J Cuidador
- N2 de hijos: ............. N2 de nietos: ......ccceevevvvnes
- ¢Tiene alguna mascota en su domicilio? [NO [ Siiioiiieeieieeceee e
- Aficiones:  [J Estar con la familia CJ TV [ Salir con los amigos [J Mdsica
[J Lectura JOirradio  [1Compras [ICine [ Campo/excursiones [0 Ver deportes
] Bailar [] Cultura []Salir a comer/cenar [1 Pub/discotecas [10tros..................
- Por la ciudad/pueblo se mueve en: [J Autobus 0 Taxi [J Coche
] Moto [ Bici (] Caminando
[ OtroS et
Mundo 2.0

- Redes Sociales que utiliza:
[J Facebook [ Twitter [J Youtube O Instagram [ LinkedIn [ Spotify (] Otros
- ¢Tiene teléfono mévil? T No [1Si - Su teléfono movil es: [ISmartphone [OMdévil convencional
- ¢ Utiliza con frecuencia las App de su movil? TTNo [ Si
- ¢Dispone de conexién particular ainternet? [INo [Si -¢é¢Dénde? [1Casa [ Movil
- Indique de cudl de los siguientes dispositivos electrdnicos dispone en su domicilio:
[J Tablet [J Ordenador de mesa [J Ordenador Portatil L SmartTV
- ¢Utilizar con frecuencia la red wifi publica (ayuntamientos, centros publicos,...)? 0 No [OSi
- ¢Conoce aplicaciones tipo Skype, FaceTime,...? "INo [ISi
En caso afirmativo, ésuele utilizarlas con frecuencia? [ONo 0OSi
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9.4 Anexo IV

T. CONCEPCION SOLANAS GUERRERO, secretary of the ETHICAL COMMITEE of
CLINICAL RESEARCH in CANTABRIA

CERTIFIES

That this Committee has evaluated the proposal of the Principal Investigator of the
study:

TITLE: The "progressing" patient as a new clinical entity in patients with coronary
atherosclerosis. Exploratory study on possible molecular substrates.

SORT OF STUDY: Investigational proyect (internal reference number: 2017.222)
Considers that:

- All suitability requirements of the protocol are fulfilled in relation to the goals
of the study and the potential risks and nuisances to the subject are
reasonable, provided the expected benefits.

- The procedure to obtain the consent form is correct.

- Thereis an appropriateness of both the capacity of the investigator and his
collaborators and the facilities and means available to carry out the study.

This CEIC issues a FAVORABLE report so this study can be performed in the HOSPITAL
UNIVERSITARIO MARQUES DE VALDECILLA, acting as principal investigator TAMARA
GARCIA CAMARERO.

As documented in the Act: 16/2017.

Which I hereby sign in Santander 17/November/2017

T. CONCEPCION SOLADAS GUERRERO

CEIC Secretary
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9.5 Anexo V

T. CONCEPCION SOLANAS GUERRERO, secretary of the ETHICAL COMMITEE of
CLINICAL RESEARCH in CANTABRIA

CERTIFIES

That this Committee has evaluated the proposal of the Principal Investigator of the
study:

TITLE: The "progressing" patient as a new clinical entity in patients with coronary
atherosclerosis. Exploratory study on possible molecular substrates.

AMENDMENT: Amendment to include a new co-Pl and new samples.
SORT OF STUDY: Investigational proyect (internal reference number: 2017.222)
Considers that:

- All suitability requirements of the protocol are fulfilled in relation to the goals
of the study and the potential risks and nuisances to the subject are
reasonable, provided the expected benefits.

- The procedure to obtain the consent form is correct.

- Thereis an appropriateness of both the capacity of the investigator and his
collaborators and the facilities and means available to carry out the study.

This CEIC issues a FAVORABLE report so this study can be performed in the HOSPITAL
UNIVERSITARIO MARQUES DE VALDECILLA, acting as principal investigators JOSE M2
de la TORRE and TAMARA GARCIA CAMARERO.

As documented in the Act: 01/2019

Which | hereby sign in Santander 01/February/2019

T. CONCEPCION SOLADAS GUERRERO

CEIC Secretary
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