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RESUMEN

Las enfermedades cardiovasculares, un grupo de patologias tanto del corazon
como de los vasos sanguineos, son el principal problema de salud a nivel
mundial. En nuestro pais cardiopatia isquémica esta dentro de las cinco primeras
causas de mortalidad. Como resultado de los esfuerzos para comprender y luchar
contra esta enfermedad desde la década de los noventa se hizo énfasis en el
reconocimiento del  proceso inflamatorio como parte fundamental de la
fisiopatologia en el desarrollo de la ateroesclerosis, principal etiologia de la

cardiopatia isquémica.

En el proceso inflamatorio participan varias moléculas, dentro de estas se
encuentran las interleucinas, las cuales aparentemente muestran relacién directa
con el riesgo de presentar un evento isquémico cardiaco. Se han realizado
diversos estudios tratando de dilucidar la importancia de las alteraciones genéticas

de estas moléculas en la patogenia de la enfermedad.

Objetivos: Relacionar 4 de los polimorfismos encontrados de IL-6 e IL-1 con el
riesgo de presentar cardiopatia isquémica, asi como con la extension de la lesion

vascular coronaria en una muestra de la poblacién ecuatoriana.

Métodos: Se investigd la asociacion de los polimorfismos genéticos de las
citoquinas inflamatorias a través de la técnica de PCR RFLP. En el estudio se
incluyeron al menos 76 casos de individuos ecuatorianos con diagnéstico de
infarto agudo de miocardio (IAM) ingresados al servicio de Hemodinamica del
HCAM, y al menos 76 individuos ecuatorianos libres de sintomas y sin

antecedentes de enfermedad cardiovascular como controles.

Resultados: En el andlisis del polimorfismo IL-6 G-174C, el alelo G se presento
de forma dominante en los pacientes con sindrome coronario agudo (SCA) y se

relaciona directamente con la posibilidad de presentar cardiopatia isquémica



(OR=5,21; IC 3,05 — 8,89) (p=<0.05). El genotipo GG confiere un riesgo 4 veces

superior para el desarrollo de cardiopatia isquémica.

Se determind una posible asociacién entre el genotipo CC del polimorfismo IL-13
C-511T vy el riesgo de desarrollar IAM (OR=1,53; IC 95% 0,61-3,84). El alelo C

confiere un riesgo 1,81 veces mayor para presentar cardiopatia isquémica.

No se encontré asociacion entre los polimorfismos IL-13 C-511T, IL-18 C+3953T,
IL-6 G-174C e IL-6 G-572C y la extension de la lesidén vascular.
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ABSTRACT

Cardiovascular diseases, a group of illnesses affecting the hearth and vessels, are
the main health problem globally. In our country ischemic heart disease is among
the five leading causes of mortality. As a result of the effort to learn and fight
against this diseases, since the 90°s grew the emphasis on the recognition of the
inflammatory process as an essential part of the pathophysiology in the
development of atherosclerosis, the main etiology of ischemic heart disease.

The inflammatory process involve several molecules, within these are the
interleukins, which apparently show a direct relationship with the risk of cardiac
ischemic events, there have been several studies trying to elucidate the
relationship of genetic variations in these molecules and the pathogenesis of the

disease.

Objectives: Relate 4 of the polymorphisms found in IL-6 and IL-1 with the risk of
ischemic heart disease, as well as the extent of coronary vascular lesion in a

sample of the Ecuadorian population.

Sample: This study included at least 76 cases of Ecuadorian individuals diagnosed
with acute myocardial infarction (AMI) admitted to Hemodynamics service of
HCAM, and at least 76 individuals free of symptoms and no history of

cardiovascular disease as controls.

Methods: The object of the study was to investigate genetic polymorphisms of
inflammatory cytokines through PCR RFLP.

Results: In the analysis of polymorphism IL-6 G-174C, the G allele was presented
dominantly in patients with acute coronary syndrome (ACS) and is directly related
to the possibility of develop ischemic heart disease (OR=5,21; CI 3,05-8,89)
(p=<0,05). GG genotype confers a 4-fold increased risk for developing ischemic
heart disease. A possible association between the CC genotype in the
polymorphism IL-1B C-511T and the risk of AMI was described (OR=1,53; CI 0,61-

Xl



3,84). The C allele confers a 1.81 times higher risk for presenting ischemic heart

disease.

No associations between polymorphisms IL-18 C-511T, IL-18 C+3953T, IL-6 G-
174C, IL-6 G-572C and extent of vascular injury were described.

Xl



1. CAPITULO |

1.1. INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares son un grupo de patologias tanto del corazén
como de los vasos sanguineos, entre las que se incluyen: la cardiopatia coronaria,
las enfermedades cerebrovasculares, el compromiso de arterias periféricas, la
cardiopatia reumatica y congénita y fendmenos tromboéticos. En este listado de
enfermedades resalta la cardiopatia coronaria por su gran incidencia y

complicaciones.

Se sabe que las enfermedades cardiovasculares son la mayor causa de
morbilidad y mortalidad del mundo occidental, y estan relacionadas con
enfermedades como la diabetes mellitus, la dislipidemia, la hipertension, y con
habitos toxicos como el tabaquismo y el consumo de alcohol, entre otros.! Estas
entidades representan los denominados factores de riesgo clasicos. El tratamiento
de dichos factores de riesgo ha contribuido al descenso de la mortalidad,
relacionada con la enfermedad, que se ha observado en los paises occidentales.*
Sin embargo, en los ultimos afos se han ido investigando nuevos factores de
riesgo que no se relacionan con el estilo de vida de los pacientes, por lo tanto no
son modificables ni controlables, tal es el caso de la hiperhomocisteinemia, las
concentraciones elevadas de lipoproteina a (Lp[a]), la alteracion del balance entre
radicales oxidantes y antioxidantes, la hipercoagulabilidad, el polimorfismo del gen
de la enzima conversiva de la angiotensina, la expresion del antigeno leucocitario
humano (HLA)-DR, las infecciones cronicas, las alteraciones del 6xido nitrico y
algunas otras mutaciones genéticas.? Estos hallazgos despiertan el interés en el
estudio de las variaciones genéticas de la poblacion, que predisponen a presentar

eventos cardiovasculares.

La cardiopatia coronaria, conocida comunmente como “ataque cardiaco”, es un

fendbmeno agudo que se debe principalmente a un proceso obstructivo, que impide



el flujo sanguineo hacia el musculo cardiaco. La causa primaria es la formacion de
depdsitos de placa en las paredes de los vasos sanguineos, especificamente en
las arterias, a esto se conoce como aterosclerosis. La placa esta compuesta por
grasas, colesterol, calcio y fibrina8'. Con el tiempo la placa crece, se endurece y
estrecha las arterias.

Estudios recientes muestran que la inflamacion es un mecanismo clave en la
formacion de la placa aterosclerética y en la progresion rapida de la enfermedad
arterial coronaria®. La inflamacién es una respuesta del huésped a una gran
variedad de lesiones tisulares, caracterizada por el movimiento de células y
fluidos, desde la sangre hacia los tejidos extravasculares en el lugar en el que se
ha iniciado el estimulo nocivo, bajo la influencia de factores quimiotacticos
producidos localmente.? Los tipos celulares implicados dependeran del tipo de
lesién, lo que sugiere que existe una selectividad en la produccion de varios

factores quimiotacticos.

La inflamacion aguda se caracteriza por la acumulacion de neutréfilos. Si la
respuesta inflamatoria queda confinada localmente se producira una lesibn menor,
pero si el estimulo inflamatorio es mas importante generara una reaccion sistémica
generalizada denominada "respuesta de fase aguda"’, que posteriormente
disminuye y retorna a la normalidad. Cuando el estimulo inflamatorio es
persistente se producird una inflamacién crénica, que puede llegar a destruir el
tejido y/o producir la pérdida de la funcionalidad del 6érgano afectado. El infiltrado
de células inmunes tipico de la inflamacién crénica estd compuesto por
macrofagos, linfocitos y células plasmaticas. La liberacion crénica de mediadores
de la inflamacion producira lesién tisular, cicatrizacion y la posible pérdida de la
funcion del tejido lesionado.?

Se conoce que la inflamacion en el sistema vascular puede estar desencadenada,
mantenida e incrementada por multiples factores, como la presencia de LDL
oxidadas, incremento de la concentracion de radicales superoxido, macréfagos
activados, linfocitos activados, y voliumenes séricos elevados de las interleucinas
IL-1, IL-6.2



Las interleucinas IL-1 e IL-6 son péptidos sefalizadores, mediadores quimicos,
gue se producen en respuesta a la agresion a un tejido, y son causantes de la
respuesta inflamatoria responsable del dafio tisular. En el caso de la cardiopatia
isquémica, las interleucinas antes citadas constituyen factores primordiales dentro

de la fisiopatologia de la enfermedad.®

La sintesis de interleucinas se encuentra bajo control genético, por lo cual las
mutaciones en los genes modifican su produccion. Estas alteraciones en el
genoma se denominan polimorfismos de nucleétido simple (SNPs), se ha
demostrado que afectan los procesos de sintesis proteica, por ende estan
relacionados con mayor o menor produccion de interleucinas en el individuo, lo
que implicaria que en determinadas personas el proceso inflamatorio se vea
incrementado. Varios estudios han demostrado que existen SNPs de las
interleucinas IL-1 e IL-6 que presentan asociacion con el sindrome coronario
agudo, las mas estudiadas son IL-1 C-511T (Rs16944), IL-1 C+3953T
(Rs1143634), IL-6 G-174C (Rs1800795) y IL-6 G-572C (Rs1800796).



2. CAPITULO Il

2.1. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1.1. Cardiopatia isquémica.

La cardiopatia isquémica es la causa mas seria de dolor toracico, también
conocida como “infarto de miocardio”, esta enfermedad se produce cuando la
dotacién de oxigeno al musculo cardiaco es inferior a la demandada para su
funcionamiento®2. La cardiopatia isquémica usualmente es ocasionada por la
aterosclerosis de las arterias coronarias, es decir, las encargadas de proporcionar
sangre al masculo cardiaco (miocardio). La aterosclerosis coronaria es un proceso
lento de formacion de colageno y acumulacion de lipidos (grasas) y células
inflamatorias (linfocitos). Estos tres procesos provocan el estrechamiento
(estenosis) de las arterias coronarias con la consecuente disminucion del aporte
de oxigeno al miocardio, en este caso se produce una isquemia miocardica
(angina estable). Si se establece una oclusién subita de la arteria por trombosis de
la misma, esto genera una falta de oxigenacion al miocardio que da lugar al

sindrome coronario agudo.®3

El sindrome coronario agudo (SCA), un conjunto de enfermedades arteriales que
presentan condiciones compatibles con isquemia miocardica, se debe a una
reduccion abrupta del flujo sanguineo coronario por ruptura de una placa
ateromatosa y la consecuente generacion de un trombo en el lumen arterial.® El
resultado de la isquemia arterial puede manifestarse en diversos tipos de SCA:
una angina inestable (Al), infarto agudo de miocardio (IAM) con y sin elevacion del

ST y muerte subita.*
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2.1.1.1. Epidemiologia.

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) expone que las enfermedades
cardiovasculares son la primera causa de defuncién a nivel mundial, se estima que
aproximadamente 18 millones de personas mueren anualmente por eventos
cardiovasculares, siendo alrededor de siete millones por cardiopatia isquémica. El

31% de las muertes globales provienen de paises en vias de desarrollo.®

Segun Hartman y Fishman en EEUU el 25% de todas las muertes son debido a
problemas isquémicos, se estima que en el 2030 esta estadistica aumentara a un

40,5% debido al aumento en los factores de riesgo.®

El estudio Framingham proporcioné datos que permitieron entender de manera
fiable la morbimortalidad cardiovascular, tras el seguimiento de 44 afios a un
universo de 5,209 individuos entre los 35 a 94 afios como cohorte original y un
seguimiento de 20 afios a sus descendientes. Los resultados aportados son los

siguientes: ’

e El riesgo de desarrollar eventos coronarios aumenta proporcionalmente con
la edad, en el sexo masculino existe mayor incidencia en edades
comprendidas entre los 35 y los 64 afios. Por otro lado, en las mujeres la
edad de presentacion es de 65 a 94 afos, teniendo tres veces mas riesgo
las mujeres post-menopausicas en comparacion con aquellas pacientes

pre-menopadusicas de la misma edad.

e En cuanto a complicaciones, la angina de pecho se produce luego de un
infarto agudo de miocardio (IAM) en un 66% de los varones, mientras que

solo el 20% de las mujeres presentan esta complicacion.

El estudio CARMELA® (Cardiovascular Risk Factor Multiple Evaluation in Latin
Ameérica) tuvo como objetivo determinar la prevalencia de factores de riesgo

cardiovascular. El estudio se realiz6 en 6 paises de Latinoamérica con una



muestra total de 11.550 personas. Se determind que el 13% de los participantes
tuvieron algun antecedente familiar de IAM o accidente cerebrovascular, y que el
2% tuvo un antecedente de enfermedad cardiovascular. Los factores de riesgo

mas frecuentes en cada ciudad se exponen en la Tabla 1:

Tabla 1: Factores de riesgo cardiovascular y su prevalencia por ciudad.

Factor de Riesgo Ciudad 1 Ciudad 2

Hipertension Arterial (HTA) | Buenos Aires Santiago de Chile
Hipercolesterolemia Quito Buenos Aires
Tabaquismo Quito Santiago de Chile
Diabetes México D.F. Buenos Aires

Obesidad México D.F. Santiago de Chile
Sindrome Metabdlico México D.F. Barquisimeto (Venezuela)

Tomado de: CARMELA Study Investigators. CARMELA: assessment of cardiovascular risk in
seven Latin American cities. American Journal Medicine. 2008 Jan;121(1):58-65. Se presenta
una lista de los factores de riesgo cardiovascular y las dos ciudades donde son mas
prevalentes.

Ademas se realizaron 10.826 ecografias en la bifurcacion carotidea, donde se
observé que el espesor de la pared arterial aument6 con la edad en ambos sexos
por igual. No se encontré relacion directa entre el espesor de la pared arterial y la

prevalencia de placa en el lumen de la misma .8

Como dato caracteristico este estudio demuestra que en la poblacion ecuatoriana
la prevalencia de obesidad y diabetes presenta una distribucion 3:1, mujer-

hombre, mientras que en Buenos Aires se observa una relacion inversa.2

Las estadisticas nacionales muestran de manera objetiva la importancia de las
enfermedades isquémicas del corazon. En el 2013 esta patologia ocupd el sexto

lugar dentro de las principales causas de mortalidad general con un nimero total




de 2.942 defunciones, cifra que en el 2014 aumenté a 4.430 defunciones,

estableciéndose como la primera causa de mortalidad.®

2.1.1.2. Clasificacion.

La presentacion clinica de los diferentes sindromes coronarios agudos (SCA)
depende de la extension y duracion de la isquemia, producto de la obstrucciéon del
flujo coronario. Podemos clasificar a los SCA tomando como referencia los
resultados electrocardiograficos y la medicibn de marcadores de isquemia

cardiaca, como se muestra en la llustracion 1:

Sindromes Coronarios

Agudos
L ]
Sin elevacion del Con elevacion del .
Segmento ST segmento ST Muerte Subita

Infarto Q (Necrosis
[Transmural) Con elevacién|
de enzimas cardiacas

Elevacién de enzimas
de isquemia cardiaca

No Si

Infarto No Q

Angina Inestable (Subendocérdico)

llustracion 1: Clasificacion de los Sindromes coronarios agudos.
Elaborado por Cardenas y Cruz.



2.1.1.2.1. SCA Sin elevacion del segmento ST.

e Angina Inestable: La angina inestable abarca a todas las variantes de la
angina que no siguen una aparicion del dolor para un umbral fijo y se
presentan en reposo, con un umbral de ejercicio variable o cada vez mas
reducido, y a la angina de inicio reciente. La angina inestable se diferencia
de los infartos no Q por la ausencia de elevacion de las enzimas de
isquemia miocardica (Troponinas T e | y CK-MB).

e |Infarto No Q o infarto subendocardico: Es aquel infarto que no da origen
a ondas Q en el complejo ventricular durante el EKG, es decir que la
necrosis por la isquemia abarca solamente la pared interna del miocardio, y

presenta un aumento de las enzimas de isquemia cardiaca.®

2.1.1.2.2. SCA con elevacion del segmento ST.

e Infarto Agudo de Miocardio o Infarto transmural: este tipo de infarto se
define por sus caracteristicas clinicas de dolor toracico,
electrocardiogréficas, bioquimicas y anatomo-patolégicas, las cuales
representan la necrosis del miocardio.’® El infarto en evoluciéon se
manifiesta con elevacion del segmento ST en el punto J (> 2mm). Una vez
establecido, se manifiesta con la presencia de onda Q en cualquier
derivaciéon mayor a 0.03 segundos. Se puede confirmar el IAM mediante la

determinacién de enzimas de isquemia cardiaca.

2.1.1.3. Factores de Riesgo.

Si bien existen algunas patologias que afectan la circulacion coronaria, la mas
frecuente es la aterosclerosis, con menores porcentajes se encuentran la
Hipertrofia ventricular, sindrome X (alteracién de microcirculaciébn coronaria),

embolias, arteritis, entre otras.10



Son los factores de riesgo cardiovascular los que incrementan la posibilidad de
desarrollar aterosclerosis. Con fundamento 16gico, mientras mas factores de riesgo
presente el individuo mayor sera su probabilidad de sufrir eventos

cardiovasculares en un futuro.

Podemos dividir a los factores de riesgo cardiovascular en modificables, aquellos
en que se puede realizar una intervencién sanitaria como prevencion, y no
modificables, las caracteristicas innatas del individuo.!* A continuacién en la Tabla

2 se presentan estos factores:

Tabla 2: Factores de Riesgo Cardiovascular.

No Modificables Modificables

Edad Consumo de tabaco Obesidad
Sexo Hipertension Arterial Sedentarismo
Factor hereditario Diabetes Mellitus Albuminuria

Raza

Dislipidemia

Tomado de: Garcia-moll, X., & Carlos, J. C. K.(2015). Cardiopatia isquémica : marcadores de
inflamacion y riesgo cardiovascular. Revista Espafiola de Cardiologia, 1(4), 990-1003. Se
muestra una lista de los factores de riesgo cardiovascular agrupados en maodificables y no

modificables.

2.1.1.3.1. Factores de riesgo No modificables:

e Edad: se conoce que la prevalencia de la aterosclerosis aumenta conforme

la edad, siendo casi nula la posibilidad de encontrarla en personas menores

de 35 afios.!! En el afio 2013 se publicé un estudio con un universo de 3.6

millones de personas en EEUU, en el cual se determind mediante ecografia

la estenosis en la bifurcacion carotidea (> 50%), esta se presentd en el 2%

de los individuos de 40 a 50 afos, en el 13% de individuos entre 71 y 80

afios y 32,5 % en individuos de 91 a 100 afios. 12




Sexo: ElI sexo masculino presenta mayor predisposicion para la
enfermedad aterosclerética con un riesgo relativo (RR) de 1,66 en
comparacion con las mujeres. En los estudios ONTARGET y TRANSCEND
que involucran 9.378 mujeres y 22.168 varones, seguidos durante 56
meses, se determina que el sexo femenino presenta 20% menor riesgo que

los varones.13

Factor Hereditario: La herencia es un factor de riesgo independiente. Se
considera de riesgo el antecedente de un evento cardiovascular en
familiares de primer grado. En el caso de los familiares varones si este
hecho ocurri6 antes de los 55 afios y en el caso de las mujeres, si se
present6 antes de los 65 afios.* Las personas con antecedente familiar de
dos o mas muertes prematuras por causa cardiovascular, muestran un
riesgo tres veces mayor para sufrir IAM antes de los 50 afios, es decir un
RR de 3,30.%4

Raza: La mortalidad por cardiopatia isquémica es mayor en la raza negra
que en la blanca. En la poblacién hispana la tasa de mortalidad por
enfermedad isquémica cardiaca no es tan alta como en la poblacién negra y

caucasica.l®

Marcadores inflamatorios:

o Proteina C reactiva: La proteina C reactiva (CRP) es un predictor
independiente para aterosclerosis entre hombres y mujeres sanos.
La CRP predice el riesgo a largo plazo de un primer IAM o cualquier
evento cardiovascular.?® La Asociacion Americana del Corazén
(AHA) define que valores plasmaticos entre 3 y 10 mg/L son
adecuados para predecir posibles eventos cardiovasculares.

o Interleucina 6 (IL-6): La IL-6 es una citoquina pro-inflamatoria

directriz en el desarrollo de las enfermedades coronarias. Dos
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grandes meta-andlisis han confirmado el papel crucial de la IL-6 en la

generacion de inflamacion y el riesgo cardiovascular.2©

Hiperhomocistinemia: La homocisteina ejerce un efecto citotdxico en las
células endoteliales generando una alteracién en la funcion endotelial,
cuando esta se encuentra elevada se ve acompafnada de niveles reducidos
de acido fdlico y vitamina Bi2. Ademas, la homocisteina promueve la
oxidacion de LDL mediante el peroxido de Oz, y se encuentra descrito un
efecto promotor en la multiplicacion de las células lisas de la pared

arterial 3!

2.1.1.3.2. Factores de Riesgo Modificables:

Consumo de tabaco: El habito tabadquico amplifica el riesgo de presentar
eventos cardiovasculares y coronarios. Un meta-analisis en el que se tomo
al consumo de tabaco y el diagnéstico de diabetes mellitus (DM) como
factores de mortalidad, con un universo total de 130.000 pacientes
diabéticos divididos en fumadores y no fumadores, mostré6 que el riesgo
relativo (RR) en los pacientes que fumaban fue de 1,48 para la mortalidad
cardiovascular, 1,54 para enfermedad coronaria, 1,44 para accidente
cerebrovascular (ACV) y 1,55 para IAM. Por otra parte, se determind
menores tasas de eventos cardiovasculares en los pacientes que

abandonaron el habito tabaquico.'®

Hipertension arterial: La hipertension arterial (HTA) (presién arterial mayor
a 140/90 mmHg) aumenta el riesgo de una variedad de enfermedades
cardiovasculares, como los accidentes cerebrovasculares (ACV),
cardiopatia isquémica, insuficiencia cardiaca, fibrilacibn auricular, y
enfermedad vascular periférica. La HTA es el factor de riesgo mas

importante para desarrollar un evento cardiovascular prematuro, siendo
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mas comun que el tabaquismo, la dislipidemia, y la diabetes; es asi que, la
HTA es el antecedente presente en el 54% de todos los casos de ACV y en
el 47% de los casos de IAM.' La enfermedad coronaria y los accidentes
cerebrovasculares son las complicaciones méas frecuentes después de un
diagnostico de HTA, en hombres y mujeres respectivamente, como se

observo en los resultados del estudio Framingham.

El riesgo de sufrir eventos cardiovasculares, tanto ACV como IAM, se
incrementa progresivamente a partir de valores de tension arterial de
115/75 mmHg. ElI aumento de riesgo en mayores de 60 afios se relaciona
con presion arterial sistolica elevada, mientras que en los jovenes la
asociacion de riesgo se da con el incremento de los valores de presion
diastélica.l” Los estudios muestran los beneficios de la terapia
antihipertensiva, al igual que de las modificaciones en el estilo de vida, ya
gue reducen la incidencia de eventos cardiovasculares como son ACV en

un 35%, IAM en un 25%, e insuficiencia cardiaca en mas del 50%.

Diabetes Mellitus: Los individuos que tienen diagnoéstico de Diabetes
Mellitus tipo 2 presentan mayor prevalencia de enfermedad coronaria,
isqguemia miocardica crénica y mayor probabilidad de presentar un IAM.18

El estudio Framingham indica que al tener Diabetes Mellitus tipo 2, un
paciente duplica su riesgo ajustado para la edad de presentar eventos
cardiovasculares en el sexo masculino, mientras que en el femenino este
riesgo se triplica.” En el estudio MRFIT se observd que quienes no
controlaban adecuadamente la DM presentaban una mayor tasa de
mortalidad tras sufrir eventos cardiovasculares .*°

Otra investigacion demostré que los pacientes diabéticos sin infarto previo,
presentan el mismo riesgo de debutar con un IAM que aquellos pacientes
sin diagnéstico de diabetes pero con antecedente de IAM previo (20 y 19%

respectivamente).?°
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Resultados de una serie de 13.790 pacientes de una cohorte poblacional en
los EEUU, en la cual durante los nueve primeros afios de seguimiento hubo
634 muertes por IAM, muestran asociacion entre el diagnéstico de diabetes
e IAM, 32.2% de los pacientes presentaron las dos patologias.!®

Dislipidemia: El estudio INTERHEART en 52 paises, evalué todos los
factores de riesgo cardiovascular en 15.152 casos y 14.820 controles,
determinando que la prevalencia de alteracién en el metabolismo de los
lipidos puede ser tan alta como el 75 a 85% en aquellos pacientes con
enfermedad coronaria prematura, en comparacion con los controles que no
presentaron la patologia. Ademas, decretaron que el 49% presento riesgo
para un primer episodio de IAM al presentar mayores concentraciéon de
Apoproteina Apo B (transportadora de lipidos).?! Las alteraciones del
metabolismo de los lipidos por lo general presentan un patrén familiar, es
asi que aquellas personas que presentan dicha alteracion, en un 70%
tienen un trastorno lipidico familiar. Los trastornos familiares mas comunes
son la lipoproteina a [Lp(a)] en exceso, hipertrigliceridemia y la hiperlipemia

combinada.?!

Las siguientes alteraciones en el metabolismo del colesterol son aquellas

gue se asocian con mayor riesgo de presentar un evento cardiovascular

coronario:

o Colesterol total elevado: En el estudio MRFIT se establecié una relacion
proporcional del riesgo cardiovascular con la concentracion plasmatica
del colesterol, los resultados indicaron que a valores de 150 mg/dl

representan un RR de 1y valores de 300 mg/dL un RR de 4.1°

o Bajos niveles sanguineos de HDL: Los valores disminuidos de
lipoproteina de alta densidad (HDL) se convierten en un factor de riesgo,

pues se considera benéfica para el ser humano porque transporta las
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lipoproteinas de baja densidad para su metabolismo; es asi que su
valores son inversamente proporcionales al desarrollo de enfermedad
coronaria.??

Altos niveles sanguineos de LDL: Un meta-andlisis que incluy6 155.613
pacientes en los cuales se evaluo la efectividad de las estatinas para
prevenir los eventos vasculares, encontré6 que hay una reduccion del
11% de mortalidad vascular, disminucion del 16% en eventos coronarios
y para los accidentes cerebrovasculares una reduccion del 10%, es decir
que, por cada 38 mg/dL que disminuye el valor plasmatico de LDL hay
una reduccion de riesgo del 20% para la presentacion de eventos

coronarios mayores. 23

Hipertrigliceridemia: En la poblacion general las cifras de triglicéridos
(TG) aumentan en los varones desde los veinte afios, mientras que las
mujeres muestran practicamente las mismas cifras hasta la menopausia,
esto se encuentra en relacion directa con el deposito de grasa
abdominal. Con un aumento de 38 mg/dL se estima un RR de 1,32 para
nuevos casos de eventos cardiovasculares, lo que indica un aumento
del 32% de riesgo de la enfermedad asociada exclusivamente a los

triglicéridos.?*

Alta concentracion de Lipoproteina a [Lp(a)]: Es una lipoproteina
constituida de la asociacién de una particula de LDL y una proteina Apo
(a), su elevacion en el plasma es un factor de riesgo cardiovascular ya
gue favorece la formacion de la placa aterosclerotica. Se considera una
concentracion plasmatica elevada valores superiores de 30 mg/dL.
Todavia no se establece cual es el mecanismo fisiol6gico, siendo
evidente que participa en el transporte de lipidos, se sabe que su accion
estd condicionada por factores genéticos pero puede variar en el

ambiente en el cual se desarrolla el individuo. Algunos estudios
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muestran asociacion entre valores elevados de Lp (a) y enfermedad

coronaria.?®

Obesidad: La obesidad definida por un indice de masa corporal (IMC)
superior a 30, es una condicion altamente prevalente a nivel mundial, se
tiene estimaciones que el 35% de la poblacion de EEUU presenta estos
valores de IMC.?® La obesidad se relaciona con numerosos factores de
riesgo para el desarrollo de aterosclerosis, enfermedades vasculares,
hipertension, resistencia a la insulina, intolerancia a la glucosa,
hipertrigliceridemia, dislipidemias.?® El estudio de Framingham expuso que
la obesidad predijo la aparicion de enfermedades del corazon y accidentes
cerebrovasculares, mostrando una relacion lineal entre mayor IMC y el

riesgo de enfermedad vascular.’

Sedentarismo: El ejercicio tiene un efecto protector contra la enfermedad
coronaria y la mortalidad por cualquier otra etiologia. Entre los beneficios
que aporta el ejercicio estan el aumento de niveles plasmaticos de HDL,
reduccion de tension arterial, disminucién de la resistencia a la insulina.
Aquellos hombres que realizan actividad fisica regular (3-4 dias semanales)
presentan una disminucion del riesgo cardiovascular en un 23%.?’ En el
estudio INTERHEART la falta de actividad fisica regular represento el 12%
del riesgo atribuible para un primer episodio de I1AM.?!

Albuminuria: La asociacion entre el aumento de la excrecion urinaria de
albumina y las enfermedades cardiovasculares se demostro en el estudio
HOPE?%, en el cual 1.859 pacientes presentaron altos valores de
albuminuria, de los cuales un 81% exhibieron antecedente de 1AM, un 53%
antecedente de ACV o enfermedad vascular periférica y dislipidemia el 56%

de los pacientes.
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2.1.1.4. Patogénesis de los Sindromes Coronarios Agudos.

El sindrome coronario agudo (SCA) resulta del desequilibrio el aporte y la
demanda de oxigeno a nivel del miocardio, suele producirse por una reduccion
aguda de dicho aporte por la obstruccién de las arterias coronarias. Este proceso
se debe a la disrupcion de la placa ateromatosa, junto con la cascada inflamatoria

y el proceso trombatico.

La placa ateromatosa se forma por un proceso denominado aterosclerosis,
caracterizado por el deposito de lipidos en el interior de la pared arterial. Pese a
ser un proceso cronico y silente, puede llevar al desarrollo de eventos tromboticos
de forma aguda que son precisamente los culpables de ocasionar obstruccién de
la luz arterial y por ende SCA.3? La estenosis progresiva que genera la placa en el
lumen de una arteria coronaria pude llegar al punto en el cual un trombo puede
ocluir la luz arterial en todo su didmetro, ocasionando un SCA tipo IAMCEST; si la

obstruccién del lumen arterial es parcial se producira un tipo IAMSEST.3?

El proceso por el cual ocurren los eventos aterotromboticos implica la ruptura de la
capa fibrosa de la placa ateromatosa o la erosion endotelial hasta la capa intima
causando hemorragia intraplaca.®? Cuando la capa fibrosa que recubre al nicleo
necrotico (nucleo rico en lipidos) se fisura, expone factores trombogénicos.
Estudios mediante autopsias determinaron que el mejor indicador morfologico de
que las placas habian causado desenlaces fatales era un espesor fino de la capa
fibrosa (<55 pum); aproximadamente 30% de las placas se asociaron con una
estenosis >75%.3° La resistencia de la capa fibrosa se debe a la tracciéon de las
fibras intersticiales de colageno que son sintetizadas por las células musculares de
la pared arterial. La asociacion entre una capa fibrosa mas delgada y la ruptura de
la placa sugiere que un defecto en el metabolismo del colageno de la placa
provoca un agotamiento de la proteina de la matriz extracelular, la cual presenta

un papel fundamental en el fortalecimiento de la capa fibrosa.3?

Las células inflamatorias como los macréfagos (M@S) producen una disrupcion en

el colageno de la placa precipitando un SCA. Los M@S producen tres clases de
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enzimas, tipo metaloproteasa intersticial, que degradan el colageno como son:
MMP-1; MMP-8; MMP-13; estas son reguladas por una citoquina derivada de los
linfocitos T (LsT) CD40, que aumenta la produccidén de colagenasa intersticial. Es
por esto que la interaccion que se produce entre los LST y los M@S inhibe la
sintesis y degrada el colageno presente en la placa. Otras moléculas inflamatorias
como el Interferon y (IFN-y), inhibe fuertemente la capacidad de las células del
musculo liso para sintetizar el nuevo colageno, necesario para mantener la placa

estable.3?

La tensidn de cizallamiento, definida como la fuerza que el flujo sanguineo ejerce
en la pared vascular dependiendo de la viscosidad sanguinea y de la velocidad de
flujo, es otro factor regulador en la expresion de las proteinasas.3* Las regiones de
la pared endotelial con bajas tensiones de cizallamiento, muestran una capsula
fibrosa fina y una mayor expresion de proteasas, aumentando el riesgo de causar
SCA.32 Sin embargo, una capa fibrosa fina o debilitada por las colagenasas no es
suficiente para precipitar la ruptura de la placa, factores adicionales como el vaso
espasmo en el momento de la ruptura, y calcificaciones puntiformes intraplaca,
también colaboran para aumentar la tension circunferencial y asi contribuir a la

ruptura de la placa.??

Al producirse la ruptura de la placa entra en contacto el material trombogénico
sanguineo con el nudcleo necrético de la placa, lo que da inicio al proceso
trombotico. La trombosis comienza con el factor tisular, un pro-coagulante
derivado de los M@S, que dispara el mecanismo de la trombina y la activacion

plaquetaria para su correspondiente agregacion.3?

En un 25% de los pacientes con IAM las complicaciones trombdticas se deben a la
erosion del endotelio pues se expone el material subendotelial a los factores
sanguineos. Los proteoglicanos del endotelio al estar expuestos producen la
activacion plaquetaria. La apoptosis endotelial, producida por el estrés oxidativo,

propaga la perdida celular endotelial activando el mecanismo trombético.3?
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2.1.1.5. Diagnéstico.

La atencidn del paciente con dolor toracico de posible origen cardiaco se basa en
una clasificacion rapida de riesgo, para esto debemos tener en cuenta los
parametros clinicos, los datos de laboratorio, y examenes complementarios como
el electrocardiograma (EKG) o un estudio angiogréfico. El analisis de todo este
contexto clinico debe hacerse en el menor tiempo posible ya que se deben tomar
decisiones terapéuticas rapidas para evitar el progreso de la isquemia y posibles

complicaciones.

2.1.1.5.1. Diagnostico clinico:

En la presentacion clinica de un sindrome coronario agudo el sintoma
cardinal es dolor en el torax que se experimenta como opresion alrededor
del pecho que puede estar o no irradiado hacia el brazo izquierdo y al
angulo izquierdo del maxilar inferior (angina). Esto suele estar asociado con
diaforesis (sudoracion), nausea y vomito, asi como disnea (dificultad para
respirar). En muchos casos, la sensacion es “atipica”, puesto que el dolor
se experimenta de forma diferente (angina atipica), o incluso estando
completamente ausente (mas comun en pacientes de sexo femenino y
aguellos con diabetes), no es sorprendente que la presentacion clinica de
estos pacientes muestre un aumento en la mortalidad hospitalaria de 23%
en relacion al 9% de aquellos que presentan dolor anginoso tipico. 3°
Algunas personas reportan palpitaciones, ansiedad, o un sentimiento de

muerte inminente y la sensacion de estar muy enfermos.

2.1.1.5.2. Exdmenes Complementarios:

e Electrocardiograma (EKG): El EKG es un elemento fundamental en el

diagnostico inicial de los pacientes con posible sindrome coronario agudo
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pues permite la categorizacion inicial del paciente basado en los siguientes

patrones:

@)

SCA con supradesnivel del segmento ST o un nuevo bloqueo de
rama izquierda (BRI).

SCA sin elevacion del segmento ST, que abarca SCASEST, angina
inestable (Al), depresion del segmento ST y la presencia de ondas T
invertidas.

SCA indiferenciado cuando el EKG no aporta datos diagnésticos.

Marcadores de Isquemia Cardiaca: Una variedad de biomarcadores se

han utilizado para evaluar a los pacientes con IAM, entre estas podemos

citar a las troponinas cardiacas T e |, asi como la isoenzima MB de la

creatinfosfocinasa (CK-MB). Valores mayores al percentil 99 del limite

superior de la concentracidon plasmatica de estas enzimas deben ser

considerados como anormales.3’

o

Troponinas: Las troponinas son proteinas estructurales que
intervienen en el acoplamiento de las cadenas actina-miosina de las
células del miocardio, regulando la fuerza y la velocidad de
contraccién muscular. Existen tres tipos de troponinas T, | y C.
Troponina T (TnT): La TnT es una proteina con un peso molecular de
37 kD, con la funcién de fijar el complejo de la troponina a la
tropomiosina. La particular liberacion de esta proteina es util para la
valoracion cronologica de la isquemia del miocardio, tienen una
liberacion rapida de 3 a 4 horas de ocurrido el evento, un pico
maximo a las 14 a 18 horas, y mantienen una liberacion sostenida
entre 5 a 9 dias con un maximo de 14 dias. Presenta una
sensibilidad diagnodstica del 100% entre las 4 a 6 primeras horas,
especificidad del 88% y valor predictivo positivo de 83% 4 horas
luego de la injuria cardiaca y del 100% en la quinta hora.3’

Troponina | (Tnl): La Tnl es una proteina con un peso molecular de

24 kD, su funcion es inhibir la actividad de la ATPasa, depende de la
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estimulacién del magnesio de la actomiosina. Existen tres isoformas
en los tejidos humanos las cuales estan en el musculo cardiaco,
musculo esquelético rapido y lento. La isoforma cardiaca presenta
una sensibilidad diagnostica del 100% a las 6 horas de transcurrido
el compromiso miocérdico, una especificidad de 88% en las primeras
horas y un valor predictivo positivo de 92%.3’

Creatinfosfocinasa (CPk): La CPk es una enzima que participa en
la transferencia de energia desde la mitocondria hacia el citosol.
Compuesta por tres isoenzimas conformadas por dos subunidades M
y B: CK-BB 0 CK-1, CK-MB o CK-2, CK-MM o CK-3, siendo estas

dos ultimas las que se encuentran presentes en los musculos.®’

Tras la injuria miocardica la concentracion de CK-MB se incrementa
al igual que en otras patologias como puede ser HTA, insuficiencia
renal, hipertrofia ventricular, consumo de cocaina, enfermedad del
muasculo esquelético. En el IAM sus niveles plasmaticos se
incrementan de 6 a 10 horas después de que el infarto se ha
establecido, presenta un pico maximo entre las 12 a 24 horas y
retorna a sus valores fisioldgicos en 36 a 72 horas. Presenta una
sensibilidad del 90%. Para realizar un diagnéstico especifico con la
CK-MB debemos correlacionar con el valor total de CPk, es decir
CPk/CK-MB con un punto de corte superior a 3.37

Angiografia Coronaria

La angiografia coronaria o cateterismo cardiaco es una técnica diagnostica
gue consiste en la introduccion de catéteres por medio de las arterias
femoral o humeral que proporciona informacién de la anatomia vascular

coronaria.

Las arterias coronarias son las primeras ramas de la aorta ascendente,
nacen de unas pequefas dilataciones denominados senos aérticos, dando

origen a una coronaria derecha y otra izquierda.*®
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Coronaria Derecha (CD): Desde su nacimiento se dirige hacia adelante y a
la derecha de la orejuela derecha y del tronco de la pulmonar. Discurre por
el surco auriculoventricular hasta el borde derecho del corazén, irrigando
asi la cara posterior del corazén, es decir, el 25-35% del ventriculo
izquierdo. La descendente posterior (DP) es su principal rama que irriga la
porcién posterior y superior del tabique interventricular. Otras ramas son: la

arteria del cono, del nodo sinusal, ramos ventriculares, y posterolaterales.®

Coronaria Izquierda (Cl): Se encuentra ubicada entre el tronco de la arteria
pulmonar y la orejuela izquierda para distribuirse por el surco
auriculoventricular. Esta arteria tiene una longitud variable y es de mayor
didmetro que la coronaria derecha, cubre un mayor territorio de irrigacion
del miocardio. Se divide en dos ramas: a) la descendente anterior (DEA)
que va a irrigar el ventriculo izquierdo en su cara anterior y lateral, esta
arteria discurre por el surco auriculoventricular anterior hasta alcanzar el
vértice del corazén rodeandolo para luego dirigirse hacia la cara posterior
dando ramos ventriculares anteriores o diagonales y una rama al tabique
interventricular; y b) la arteria circunfleja (Cx) que también colabora con la
irrigacion  del ventriculo izquierdo, se sumerge por el surco
auriculoventricular izquierdo para llegar hasta la cruz del corazén, en un
90% de los casos da origen a la arteria marginal izquierda y en un 35% de

los casos a la arteria del nédulo sinusal.38

Ademas un cateterismo cardiaco muestra la existencia y gravedad de la
isquemia miocardica; con esta técnica se puede realizar los siguientes

procedimientos:

o Coronariografia diagnostica: Una prueba diagndstica imprescindible que
permite el estudio del lumen arterial mediante medios de contraste.
o Ventriculograma: Analiza la contractibilidad y la funcion de las cavidades

cardiacas.

21



o Estudio Hemodinamico: Con el cual se estudia las presiones de las
cavidades cardiacas asi como los gradientes de presion tanto en las
cavidades como en las areas valvulares.

o Angioplastia coronaria trasluminal percutanea (PCl): Es un
procedimiento de tipo terapéutico en el que se realiza la dilatacion del
lumen arterial en aquellas arterias coronarias que se encuentras con

lesiones obstructivas.
2.1.2. Aterosclerosis.

“La aterosclerosis es una enfermedad vascular de evolucion crénica, dinamica y
evolutiva que aparece por el concurso de tres factores principales: disfuncién
endotelial, inflamacién y trombosis. Se caracteriza por la oclusion progresiva de
las arterias por placas de ateroma que pueden llegar a producir insuficiencia
arterial crénica (angina de pecho, isquemia cerebral transitoria 0 angina
mesentérica) o bien déficit agudo de la circulacién por trombosis oclusiva (infarto

del miocardio, cerebral o mesentérica)”.3°

Fisiopatolégicamente se plantea que la aterosclerosis es el resultado de un
proceso en el que el dafio al endotelio provoca la interaccion de macroéfagos,
plaguetas, células musculares y endoteliales culminando en el desarrollo de la

lesion aterosclerética.3?

Actualmente se considera a la aterosclerosis como un proceso inflamatorio activo.
Las placas ateroscleroticas se componen de células, tejido conectivo, lipidos y
desechos celulares. La mayoria de células en el ateroma son células inflamatorias,
las restantes son células endoteliales y musculares. Las células del sistema
inmune que se encuentran en el ateroma muestran signos de activacion y

producen interleucinas pro-inflamatorias.

El endotelio al ser una monocapa celular de revestimiento en el lumen de la pared
arterial posee diversas funciones, tales como regular el tono vascular, la activaciéon

plaquetaria, adhesion leucocitaria, produccion de sustancias vasodilatadoras y
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vasoconstrictoras, regulacion de la interaccion de las células y proteinas
circundantes con las células de la pared arterial, es por esto que desarrolla un
papel fundamental en la fisiopatologia de la enfermedad aterosclerotica. Los
factores de riesgo cardiovascular alteran esta homeostasis generando disfuncion
del endotelio que conlleva a un proceso pro-inflamatorio y favorece la

aterosclerosis en la pared del vaso.4°

El mecanismo implicado en la aterosclerosis es la disfuncion endotelial, que puede
definirse como un desequilibrio en la biodisponibilidad de sustancias activas de
origen endotelial que predispone a la inflamacion, la vasoconstriccion y el
incremento de la permeabilidad vascular, y que puede facilitar el desarrollo de la

placa ateromatosa, agregacion plaguetaria y trombosis.%: 4

Las células endoteliales mediante un programa de expresion genética, dan
sintesis y procesamiento a proteinas altamente regulables, las cuales son capaces
de detectar los cambios tanto fisicos, como el estrés mecdénico, y cambios
quimicos (liberacion de moléculas pro-inflamatorias) que se transformaran en

respuestas funcionales adaptativas con lo cual se mantiene la homeostasis.*!

El endotelio mediante un complejo microvesicular permite la absorcion selectiva
de macromoléculas que conforme avanza la enfermedad, van perdiendo
paulatinamente su capacidad de control al paso de estas sustancias, lo que
permite un mayor depdsito de moléculas circulantes, como el fibrindgeno y las
lipoproteinas de baja densidad (LDL), iniciando asi el proceso de disfuncion
endotelial.>? Estas macromoléculas una vez dentro de la pared vascular, van a
fijarse al citoesqueleto del endotelio, mediante uniones adherentes (Adherens
junctions) que son derivadas de proteinas transmembrana de la familia de las
cadherinas, esto genera un cambio en el citoesqueleto que junto a otros estimulos
protrombdéticos , inflamatorios, y lipidicos, van a determinar el aumento de su

permeabilidad.**

La fase inicial de la aterosclerosis es una respuesta inflamatoria producida por la

retencion de lipoproteinas en la capa intima de la arteria. Dentro de la
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fisiopatogenia de la acumulacion de lipidos en la pared arterial hay fendmenos que
permiten la infiltracion y la retencidn lipidica en la misma, como son la hiperlipemia

y las anomalias de la matriz celular que produzcan dicha retencion.

Los niveles séricos elevados de colesterol, compuesto en su mayoria por LDL,
provoca la activacion del endotelio en las arterias coronarias, induciendo la
infiltracion y retencion del colesterol en la capa intima de la pared arterial debido al
proceso inflamatorio generado.>* El LDL es el principal lipido implicado en el
desarrollo de la placa ateromatosa a través de dos mecanismos: uno que depende
de la activacion de receptores endoteliales VCAM-1 en el lumen, mediante la
fosfatildil colina, y otro debido a la activacion de receptores independientes, como

las selectinas E y P a causa del dafio endotelial ya generado.*°

La alteracion de las proteinas LDL por ataque enzimatico u oxidacién, provoca la
liberacién de fosfolipidos que activan a las células endoteliales, que a su vez
expresan diversos tipos de moléculas de adhesiéon a leucocitos. Con el estimulo
presente los leucocitos comienzan por rodar sobre la superficie endotelial, para
luego adherirse y culminar con su transmigracion al interior de la pared. La fase de
rodamiento y adhesion se da gracias selectinas y moléculas de adhesion (ICAM,
VCAM) respectivamente. Una vez adheridos entra en juego la quimiotaxis de
monocitos para su migracion al sitio de la lesion. El endotelio activado por los
agentes pro-inflamatorios (principalmente las interleucinas) y agentes aterogénicos
expresan moléculas de adhesion que fisioldgicamente no se expresan como es el
caso de ICAM-1. Las interleucinas pro-inflamatorias tales como la IL-13 también
inducen la expresion de VCAM-1 a través del factor nuclear-kB (NF-kB). Por lo

tanto las interleucinas ligarian la hipercolesterolemia con la disfuncién endotelial. 32

Una vez adheridos al endotelio los leucocitos migran hacia la capa intima
mediante diapédesis a través de las células endoteliales. Esta migracidén ocurre en
respuesta a estimulos quimio atrayentes como las quimiocinas: proteina quimio

atrayente de monocitos-1(MCP-1), que atrae monocitos y linfocitos T y B.?
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Los monocitos que han ingresado en la intima del vaso deben diferenciarse a
macrofagos para el desarrollo de la aterosclerosis, esta diferenciacion esta
asociada con la sobre-regulacion de receptores de reconocimiento de patrones de
la inmunidad innata como los receptores scavenger y tipo toll. Estos receptores
promueven la fagocitosis de moléculas de colesterol oxidado (LDLox) que al no
poder ser eliminadas de la célula, por el proceso inflamatorio concurrente,
transforman al macréfago en una célula espumosa, que dentro del vaso sanguineo

promueven la transformacion del ateroma en una capa fibrosa.>

2.1.3. Interleucinas.

Las interleucinas son péptidos que cumplen un papel fundamental en la
comunicacién dentro del sistema inmune y en el intercambio de informacion de
este con el resto de tejidos. Envian una sefial a la célula que resulta en el cambio
de funcién o fenotipo de la misma, de esta manera las interleucinas no solo juegan
un rol importante en el sistema inmune, también lo hacen en una variedad de
procesos fisiolégicos y metabdlicos. Tienen una potente funcién efectora en las

respuestas inflamatorias agudas y cronicas.

Dentro del proceso de inflamacion aguda varios grupos celulares que entran en
juego en la respuesta inmune incluyendo neutréfilos, macrofagos, natural killer y
eosinofilos, producen y responden a las interleucinas generadas luego de
segundos de la agresién al tejido. Estas proteinas aumentan la expresion de las
moléculas de adhesién en los leucocitos y células endoteliales, amplifican la
liberacion de radicales de oxigeno, oxido nitrico, aminas vaso-activas y la
activacion de quininas y derivados del acido araquidonico, prostaglandinas y
leucotrienos. Particularmente las IL-1, TNF, y IL-6 son cruciales en la respuesta de

fase aguda.

La modulacion de las interacciones que caracterizan la inflamacion cronica es

llevada por las interleucinas, donde las células bajo su control migran a traves de
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gradientes quimio tacticos en la matriz extracelular. Las interleucinas estimulan la
muerte celular tanto por retiro de estimulos o por la unidon a receptores que

contienen dominios de muerte celular.

Numerosos factores promueven la expresion de las interleucinas, entre ellas el
contacto célula-célula, complejos inmunes, auto anticuerpos, la activacién del
complemento, radicales de oxigeno, trauma, isquemia y las mismas interleucinas
en anillos autocrinos, entre otros. Existen variaciones en la secuencia genética de
las interleucinas conocidas como polimorfismos que causan una expresion
alterada de estos péptidos, otorgando una ventaja selectiva contra la infeccion o a
su vez incrementando la susceptibilidad o el progreso de la autoinmunidad. Por
ejemplo los homocigotos para el alelo A2 en la posicion 3954 del gen de la IL-1

producen mas IL-1 ante la estimulacion con lipopolisacéaridos.

Existen varias familias estructuralmente relacionadas de interleucinas que
cumplen diversas funciones, estas moléculas pueden llevar a la formacion de las
placas de ateroma que provocan complicaciones trombéticas agudas, tales como
el IAM. En las placas ateroscleroticas se han detectado varias interleucinas pro-
inflamatorias, entre las que destacan la IL-1, IL-6 e IL-10, asi como TNF e INF que

regulan y activan en proceso inflamatorio.*?

2.1.3.1. Familia de interleucinas IL-1

La Interleucina 1 es una citoquina pro-inflamatoria conocida como el primer
pirogeno endogeno. La IL-1 consiste en diez ligandos del receptor de IL-1 pero
solo cuatro tienen una funcion conocida: tres agonistas (IL-1a, IL-13 e IL-18) y un
antagonista (IL-1Ra). Los miembros de la superfamilia de IL-1 son designados
utilizando la F, por ejemplo IL-1F2 corresponde a IL-1B (Tabla 3).43
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e GenlIL-1B

El gen IL-1B se localiza en el brazo largo del cromosoma 2, especificamente en la
region 2q12-q21. El producto de este gen es un polipéptido de 269 aminoacidos

que recibe el nombre de IL-1B o bien IL-1F2.43

La Interleucina 1B ha sido descrita como un mediador inflamatorio en varias
enfermedades, incluyendo la aterosclerosis. EI mecanismo de formacién de la
placa aterosclerética es iniciado por el dafio endotelial, que resulta en una
respuesta inflamatoria e hiperplasia en la pared arterial, este proceso es llevado a
cabo por varios mediadores endoteliales y derivados de plaquetas asi como las

interleucinas inflamatorias.

Tabla 3: Familia de la interleucina IL-1.

Nombre | Nombre anterior Propiedad Cromosoma
IL-1F1 | IL-1a Agonista 2q
IL-1F2 IL-18 Agonista 20
IL-1F3 IL-1Ra Antagonista | 2q
IL-1F4 IL-18 Agonista 11q
IL-1F5 | IL-1Hy1 Desconocida | 2q
IL-1F6 FIL-1, IL-10 Desconocida | 2q
IL-1F7 FIL-100, IL-1H4, IL-1RP1 | Desconocida | 2q
IL-1F8 FIL-1h, IL-1H2 Desconocida | 29
IL-1F9 IL1-H1, IL1-RP2 Desconocida | 2q
IL-1F10 | IL-1Hy2, FKSG75 Desconocida | 29

Tomado de: Vélez-Castrillon, S., Camargo, J. F., Correa, P. a, & Anaya, J. (2004). Bases

moleculares de la familia de la interleuquina-1. Revista Colombiana de Reumatologia, 11(1), 11-39

IL-1B es sintetizada en varias células inflamatorias: monocitos, macréfagos,
células dendriticas, linfocitos B y células natural killer. Los estimulos para su
produccion son los productos microbianos, otros miembros de la familia de la IL-1

y varios productos endodgenos como los uratos o los cristales de colesterol.

Una vez secretada la IL-1B es una citoquina inflamatoria que ejerce su efecto
principalmente a través de la IL-6 y reactantes de fase aguda como la proteina C
reactiva (CRP), provocando un aumento en su concentracion sérica de hasta 1000
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veces durante la inflamacion aguda. La proteina c reactiva se encuentra elevada
en trauma, condiciones inflamatorias y en enfermedades cardiovasculares como la

hiperlipidemia y la aterosclerosis.

La IL-1B ha sido implicada en varios pasos del proceso aterosclerético, desde la
alteracion del metabolismo lipidico hasta la formacién de la placa. La inflamacion
mediada por la IL-1B e IL-6 produce hipertrigliceridemia y cifras elevadas de VLDL
creando un perfil lipidico pro-aterogénico. El metabolismo del LDL también se ve
alterado, el estado inflamatorio provoca que la particula de LDL se torne mas
pequefia y densa lo que facilita su ingreso en la intima de la pared arterial.
Durante la inflamacion producida por la IL-18 se produce la activacion del
endotelio con la sobreexpresion de las moléculas de adhesion que sirven para
reclutar las células inflamatorias en la pared endotelial, ademas aumenta el efecto
pro coagulante facilitando asi la adhesion de plaquetas, factores que favorecen la

formacion de la placa.*
e Polimorfismos del Gen IL-1B

Los seres humanos compartimos cerca del 99,9% de la secuencia de ADN, en la
pequefia variacion del 0,1% se encuentran las diferencias fenotipicas que vuelven
a cada ser humano Unico y que ademas le confieren susceptibilidad a ciertas
enfermedades, este tipo de variaciones genéticas se conocen como
polimorfismos.* Los polimorfismos de nucleétido simple (SNPs) son las variantes
genéticas mas cominmente encontradas en el genoma humano.*® Estas se deben
a la sustitucion de una base nitrogenada por otra en un segmento especifico del
gen. La mayoria de SNPs presentan dos alelos que se clasifican en alelo principal
o silvestre y en alelo raro o mutante.*® Los seres humanos poseemos dos alelos
para cada gen, es decir somos diploides, por lo que un individuo puede ser
homocigoto para el alelo silvestre, homocigoto para el alelo mutante u heterocigoto

(un alelo silvestre y otro mutante).

En el caso del gen IL-1B se han encontrado 82 SNPs hasta el momento. En
relacion con enfermedad isquémica cardiaca se han estudiado el polimorfismo IL-1
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B C-511T (Rs16944) e IL-1 B C+3953T (Rs1143634). En el polimorfismo IL-1 8 C-
511T (Rs16944) hay un cambio de citosina (C) por timina (T), donde la presencia
de C se considera alelo mutante, y se estima que confiere un riesgo aumentado
para presentar cardiopatia isquémica.*® En el caso del polimorfismo C+3953T
(Rs1143634) existe un cambio similar pero en la regién +3953 del gen.

2.1.3.2. Familia de interleucinas IL-6

Se ha demostrado que la IL-6 tiene varias propiedades pro-inflamatorias y también
muchas actividades regeneradoras o anti-inflamatorias. Entre los miembros de la
familia de la IL-6 se incluyen: IL-6, IL-11, factor inhibidor de la leucemia (LIF),
oncostatina M (OSM), factor inhibidor ciliar (CNTF), cardiotropin-1(CT-1),
neuropoietina (NPN), IL-27 e IL-31.47

e Gen IL-6

El gen de la IL-6 se localiza en el cromosoma 7, codifica para una proteina de
entre 21 y 28 KDa y esta formada por 212 aminoacidos. Es producida por
diferentes células en el cuerpo incluyendo linfocitos, monocitos, fibroblastos y

células endoteliales.

La interleucina 6 estimula la expresién del factor tisular, proteina quimiotactica de
monocitos 1 y receptores de lipoproteinas de baja densidad en los macrofagos,
ademas favorece la agregacion plaquetaria, proliferacion celular en la muscular de
los vasos y produccion de proteina c¢ reactiva y fibrindgeno en los hepatocitos.
Regula la expresion de las moléculas de adhesion y otras citoquinas en las células

endoteliales.8

La interleucina 6 posee actividad pro coagulante significativa a través de la
expresion del factor tisular en los monocitos, el cual permite la formacién de

trombos y por ultimo el infarto de miocardio en el sitio de la aterosclerosis.*?
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Se considera que la IL-6 es un regulador el cual juega un rol central en la
respuesta inflamatoria, que es responsable de la aterosclerosis. Las células
endoteliales responden al estimulo efectuado por la IL-6 elaborando mas
quimiocinas e incrementando la expresion de ICAM-1, esto en conjunto permite el
reclutamiento y la migracion de los leucocitos a la intima del vaso.*® Diversos
estudios muestran que los niveles elevados de IL-6 circulante se asocian con

mayor presentacion sindromes coronarios agudos.

El punto de enlace més estudiado entre IL-6 y la aterosclerosis es a través de las
células hepaticas, aumentando la produccion de proteinas de fase aguda en
respuesta a la lesiébn en la intima de los vasos producida por la placa
aterosclerotica, donde se han encontrado niveles elevados de proteina c reactiva y

se han implicado con la progresion de enfermedad arterial coronaria.®
e Polimorfismos del gen IL-6

Dos polimorfismos funcionales en la regién promotora del gen de la IL-6 han sido
identificados (IL-6 G-174C, IL-6 G-572C) en relaciébn con el desarrollo de
enfermedad arterial coronaria. Se trata de polimorfismos de nucleétido simple
(SNPs). En ambos casos existe una sustitucién de una citosina (C) por guanina
(G), estos alelos raros se han visto asociados con niveles plasmaticos mas altos
del IL-6.51

El cambio de C por G, 174 pares de bases a partir de la region de inicio de
transcripcion en el gen de la IL-6 ha mostrado una asociacion en los sujetos

portadores del alelo C con una mayor mortalidad en 5 afios de seguimiento.5?

En el 2011 se realizO un meta analisis a partir de 27 estudios donde no se
encontré una asociacion estadisticamente significativa para el polimorfismo IL-6 G-
174C con el riesgo de enfermedad coronaria, por otro lado en el polimorfismo IL-6
G-572C se asocio el alelo C (salvaje) con un menor riesgo de enfermedad arterial

coronaria al ser comparado con el alelo G (mutante).53
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2.2. JUSTIFICACION

Segun la OMS las enfermedades cardiovasculares son la primera causa de
defuncién a nivel mundial, se estima que aproximadamente 18 millones de
personas mueren anualmente por eventos cardiovasculares, representando el

31% de las muertes globales, de estas, 7 millones son por cardiopatia isquémica.®

En el 2013 la cardiopatia isquémica ocupé el sexto lugar dentro de las principales
causas de mortalidad general en el Ecuador, con una tasa de 18,65 por cada
100.000 habitantes, lo que implica un ndmero total de 2.942 defunciones, cifras
gue venian manteniéndose estables en un los Ultimos 7 afios, sin embargo, en el
2014 la tasa sufre un incremento significativo llegando a ser 27,64 por cada
100.000 habitantes, lo que la establece como la primera causa de mortalidad con
un total de 4.430 defunciones.® Estos datos justifican la investigacion en nuestro

pais orientada al entendimiento de la patologia cardiovascular.

Dentro de la fisiopatologia de las enfermedades cardiovasculares un factor
primordial es el proceso inflamatorio el cual se desarrolla en base a la produccion
de moléculas, dentro de estas las citoquinas, principalmente las interleucinas IL-1,
IL-6, consideradas pro-inflamatorias debido a que aumentan las concentraciones
sanguineas de reactantes de fase aguda (marcadores de inflamacién activa) como
el fibrindbgeno o la proteina C reactiva, estos a su vez favorecen la activacion de
los genes de las interleucinas, tornandose el proceso en un circulo vicioso que

generara mayor respuesta inflamatoria.

En la basqueda de la relacién de las interleucinas con la cardiopatia isquémica
diversos estudios muestran que las variaciones genéticas alteran la sintesis de
estas moléculas provocando una mayor produccion de las mismas y por ende una
respuesta inflamatoria excesiva. Estas mutaciones genéticas se conocen como
polimorfismos de nucle6tido simple (SNPs) siendo las mas importantes: IL-1 3 C-
511T (Rs16944), IL-1 p C+3953T (Rs1143634), IL-6 G-174C (Rs1800795), e IL-6
G-572C (Rs1800796).
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En Ecuador no se han desarrollado investigaciones que revelen las variaciones
genéticas propias de nuestra poblacion. Aunque los factores de riesgo nutricional,
ambiental pueden ser similares en las distintas poblaciones, es de vital
importancia conocer los cambios genéticos de cada grupo poblacional,
encaminado a desarrollar una medicina personalizada. La investigacién de estos
factores en nuestro pais busca generar un mayor conocimiento en cuanto a la
patogénesis de la cardiopatia isquémica. Especificamente en este estudio, se
pretende indagar el rol de los polimorfismos de las interleucinas IL-1, IL-6, como
factores de riesgo para el desarrollo de un evento cardiovascular.

El potencial uso de los polimorfismos de citoquinas como marcadores de
susceptibilidad todavia no se ha explorado en su totalidad, la mayoria de este tipo
de investigaciones se ha realizado en paises anglosajones, y requieren
confirmacion epidemioldgica y experimental en paises con una composicion étnica

distinta como es el caso del Ecuador.
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3. CAPITULO Il

3.1. MATERIALES Y METODOS
3.1.1. Planteamiento del problema

¢Son los polimorfismos genéticos IL-18 C-511T, IL-18 C+3953T, IL-6 G-
174C, e IL-6 G-572C factores de riesgo para cardiopatia isquémica en los
pacientes que acudan al servicio de Hemodindmica del HCAM en el periodo
Junio-Septiembre 2015?

¢Son los polimorfismos genéticos IL-18 C-511T, IL-1 B C+3953T, IL-6 G-
174C, e IL-6 G-572C factores que modifican la extensién de la lesion
vascular coronaria en pacientes con diagnostico de cardiopatia isquémica
gue acudan a servicio de Hemodinamica del HCAM en el periodo Junio-
Septiembre 2015?

3.1.2. Objetivos
3.1.2.1. Objetivo general:

Relacionar los polimorfismos de IL6 (G-174C, G-572C) e IL1 (C-511T,
C+3953T) con el riesgo de presentar cardiopatia isquémica asi como con la
extension de lesion vascular coronaria en una muestra de la poblacion

ecuatoriana.
3.1.2.2. Objetivos especificos:

e Demostrar la relacion de los SNPs de IL6, IL1, con el potencial riesgo
de presentar cardiopatia isquémica.
e Demostrar la relacion de los SNPs de IL6, IL1 con la extension de

lesion vascular coronaria.
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e Analizar los datos estadisticamente con estudios de asociacion
genética.

e Comparar las frecuencias alélicas obtenidas entre muestras y controles.

3.1.3. Hipotesis

Los polimorfismos genéticos IL-1 B C-511T, IL-1 B C+3953T, IL-6 G-174C,
y IL-6 G-572C son factores de riesgo para el desarrollo de cardiopatia
isquémica.

Los pacientes con cardiopatia isquémica que poseen los polimorfismos
genéticos IL-1 B C-511T, IL-1 B C+3953T, IL-6 G-174C, y IL-6 G-572C

presentan mayor extension de lesion vascular coronaria.

3.1.4. Metodologia

3.1.4.1. Operacionalizaciéon de variables de estudio
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Tabla 4: Operacionalizacion de variables.

Variable Variable Definicion Definicion Categoria Indicador
Independiente Especifica | Conceptual operacional
Polimorfismo IL6 Se considera | Se considera SNP | Si / No Frecuencia
genético G-174C polimorfismo IL6 G-174C si: La Absoluta
G-572C genético a una | persona presenta ,
variaciéon en la | un cambio de Eﬁ;‘:ﬁ;c'a
IL1 secuencia de | base en el gen de
C-511T ADN que | la IL6 alelo 'G' en -
C+3953T afecta a una | 174 variacién C.
sola base de | Se considera SNP
una secuencia | IL6 G-572C si: La
del genoma persona presenta
un cambio de
base en el gen de
la IL6 alelo 'G' en -
572 variacién C.
Se considera SNP
IL1 C-511T si: La
persona presenta
un cambio de
base en el gen de
la IL1 alelo 'C' en -
511 variaciéon T.
Se considera SNP
IL1 C+3953T si:
presenta un
cambio de base
enelgendelallLl
alelo 'C' en +3953
variacion / T.
Variable Variable Definicion Definicion Categoria Indicador
Independiente Especifica | Conceptual operacional
Extensién de la | Extension Numero de | Se considera | Extension Frecuencia
lesion  vascular | mayor y | arterias extensibn menor | mayor Absoluta
coronaria extension coronarias si: evidencia _
menor de la | obstruidas por | angiogréfica  de | Extension Eﬁ;‘;i;c'a
lesion el desarrollo de | oclusion mayor al | menor

placas
ateroesclerétic
as en su lumen

50% en un vaso
coronario.

Se considera
extension  mayor
Si: evidencia
angiografica  de
oclusiébn mayor al
50% en dos 0 mas
vasos coronarios
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Cardiopatia Infarto Riego Se considera | Si / No Frecuencia
Isquémica agudo de | sanguineo enfermedad Absoluta
miocardio insuficiente con | coronaria Si )
dafio tisular del | presenta al menos Frecuencia
Angina miocardio, una lesion Relativa
inestable secundario  a | obstructiva mayor
un proceso | al 50%
isquémico por
la obstruccion
coronaria.
Variable de | Variable Definicion Definicion Categoria Indicador
control Especifica | Conceptual operacional
Edad Edad en | Tiempo que | Tiempo que una | Expresada Promedio
afnos una persona | persona ha vivido | en afios Mediana
ha vivido | desde su Moda
desde Su | nacimiento hasta
nacimiento el momento del
estudio
Sexo Sexo Caracteristicas | Sexo determinado | Masculino Frecuencia
Fenotipico | bioldgicas que | por la morfologia Absoluta
definen a un | de los genitales | Femenino )
ser  humano | externos Frecuencia
como hombre Relativa
0 mujer
Diabetes Mellitus | Diabetes Trastorno Se considera DM2 | Si / No Frecuencia
T2 Mellitus tipo | metabolico que | si:  glucosa en Absoluta
2 se caracteriza | ayuno 2126 mg/dl _
por o si el paciente ;ﬁgz\e,;ma
hiperglicemia esta tomando
en el contexto | mediacién
de resistencia | antidiabética
a la insulina.
Tabaquismo Consumo Intoxicacion Se considera | Si / No Frecuencia
activo/pasiv | aguda o | Tabaquismo  si: Absoluta
o de tabaco | cronica cuando el _
producida por | paciente  acepta ;r:lgzsgcua
el consumo | ser fumador activo
abusivo de | o haber sido
tabaco fumador.
Hipertension Hipertensié | Enfermedad Se considera HTA | Si / No Frecuencia
Arterial n Arterial caracterizada si: cuando existen Absoluta
por incremento | cifras tensionales )
continuo de las | 2140/90 o se toma ;reelg;jisgma
cifras de la | medicina
presién arterial | antihipertensiva
Colesterol total Colesterol Lipido que se | Valores medidos | mg/dL Promedio,
total encuentra en | por laboratorio mediana,
los tejidos y | expresados en moda
plasma mg/dL
sanguineo.
Colesterol HDL Colesterol Lipido de alta | Valores medidos | mg/dL Promedio,
HDL densidad que | por laboratorio mediana,
transporta el | expresados en moda

colesterol de
los tejidos

mg/dL
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hasta el higado

Colesterol LDL Colesterol Colesterol Valores medidos | mg/dL Promedio,
LDL transportado por laboratorio mediana,

en la sangre | expresados en moda
unido a | mg/dL
proteinas

Triglicéridos Triglicéridos | Lipido que se | Valores medidos | mg/dL Promedio,
forma por | por laboratorio mediana,
esterificacion expresados en moda
de gliceroles mg/dL

Elaborado por Cardenas y Cruz

3.1.4.2. Tipo de estudio

Estudio analitico de casos y controles, retrospectivo, pues se busca relacionar la
causalidad del factor genético como determinante de riesgo para cardiopatia
isquémica. Se identificaran los polimorfismos genéticos IL-1 C-511T, IL-1

C+3953T, IL-6 G-174C, y IL-6 G-572C en ambos grupos.

3.1.4.3. Universo y muestra

La poblacion de nuestro estudio son los ecuatorianos con diagnéstico de
cardiopatia isquémica, seleccionando los pacientes que acudieron al servicio de
hemodindmica del HCAM y que presentaron la enfermedad en cuestion. El
proceso de recoleccion se realizé en los pacientes que ingresaron al servicio de
hemodinamica, que cumplieron con los criterios de inclusion y se sometieronn a

cateterismo cardiaco.

En el grupo control se incluyeron individuos voluntarios sin diagnéstico de
enfermedad cardiovascular alguna que acudieron al hospital por otro motivo de
consulta y que aceptaron formar parte del estudio previo a la firma del

consentimiento informado.
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Se utilizé un muestreo aleatorio estratificado proporcional.

El tamafo de la muestra se calcul6 en base a:

Nivel de confianza 95%

Poder del estudio 80%

Relacion enfermo-no enfermo 1:1

Frecuencia esperada de exposicion en los no enfermos 32%

Frecuencia esperada de exposicion en los enfermos 60%.

La muestra necesaria es 56 casos y 56 controles, utilizando el programa
StatCalc.

3.1.4.3. Criterios de inclusién y exclusion

Criterios de Inclusion para casos:

1) Dos Episodios de angina en reposo, o un episodio que dure mas de 20

minutos en las dltimas 48 horas.

2) Elevacion del segmento ST diagnosticado por EKG durante la angina,
con movilizacibn o no de enzimas de isquemia cardiaca durante
admisién en emergencias (CK-Mb/Troponina T)

3) Estenosis mayor al 50% demostrado por angiografia.

4) Antecedente diagnostico de enfermedad multivaso.

5) Demostracion de enfermedad multivaso diagnosticado por angiografia.

6) Nacionalidad Ecuatoriana.

7) Consentimiento informado firmado.

Criterios de Exclusion para casos:

1) Antecedente de inflamacién crénica de base (Infeccioso, Inmunolégico,

Neoplésico) diagnosticado en los Ultimos 6 meses.
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2) Antecedente de cardiomiopatia de base.

3) Antecedente Reumatologico.

e Criterios de inclusién para controles:
1) Individuos sanos sin antecedentes de enfermedad cardiaca que acudan
al HCAM por otro motivo de consulta distinto a cardiopatia isquémica.
2) Nacionalidad Ecuatoriana.

3) Consentimiento informado firmado.

e Criterios de exclusion de controles:
1) Presentar sintomas y/o antecedentes familiares o clinicos de
enfermedad cardiovascular, principalmente IAM.
2) Electrocardiograma con cambios sugestivos de enfermedad isquémica.
3) Antecedente de cardiomiopatia de base.

4) Antecedente Reumatolégico.

3.1.5. Estrategia general

En el presente estudio se incluyeron pacientes con diagnéstico de enfermedad
cardiaca isquémica e individuos sin enfermedad cardiovascular, a los cuales se les
tomo una muestra de sangre a partir de la cual se obtuvo el plasma y se extrajo el
ADN de los componentes celulares, el cual se utilizd para el andlisis genético. En

la figura se observa el diagrama de la estrategia general empleada en el estudio.
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Sangre periférica

Plasma IComponentes célulares|

Almacenado a -20°C | == Extraccién de ADN

Estudio molecular:
= determinacién de
polimorfismos

Andlisis de resultados:
Equilibrio de Hardy-
Weinberg

X2 de Mantel-Haenzel

Exacta de Fischer

llustracion 2: Estrategia general.
Elaborado por: Cardenas y Cruz.

3.1.6. Procesamiento y recoleccion de datos.
e Muestras bioldgicas.

Se obtuvieron 76 muestras sanguineas de pacientes con diagnostico de
enfermedad cardiaca isquémica. La obtencion de las muestras se logré
gracias al Servicio de Hemodinamica del Hospital Carlos Andrade Marin
(HCAM). Ademas se recolectaron muestras de 76 individuos sanos sin
antecedentes de enfermedad cardiaca que acudieron al HCAM por otro

motivo de consulta distinto a cardiopatia isquémica.
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Las muestras fueron transportadas al laboratorio de Biologia Molecular de
la Facultad de Medicina de la PUCE para ser procesadas. El protocolo de

transporte se detalla en el Anexo 2.

Se obtuvo el permiso del hospital para tener el acceso a las historias
clinicas de los pacientes con el objetivo de conocer los datos necesarios
para la investigacion que se detallan en el Anexo 1, manteniendo el

anonimato de los pacientes.

3.1.6.1. Extraccién de ADN

Se tomaron 3 mL de sangre periférica venosa de cada individuo en tubos
vacutainer con EDTA al 5% como anticoagulante. Estas muestras fueron
procesadas para separar los componentes celulares del plasma sanguineo
aplicando el protocolo expuesto en el Anexo 3.

A partir de esta muestra se extrajo el ADN gendmico utilizando el Kit
“Wizard® Genomic DNA Purification Kit” de Promega. El proceso consiste
en realizar la lisis de los eritrocitos, seguida por la lisis de los leucocitos,
posteriormente se efectla la precipitacion proteica y el lavado del ADN con
etanol que luego de ser desecado es rehidratado y almacenado a -8°C. El

proceso detallado se muestra en el Anexo 4.

Una vez purificado el ADN, éste se cuantificO por espectrofotometria a 260
y 280nm utilizando el equipo NanoDrop 2000® de Thermo Scientific. El
criterio de pureza que se evaluo fue de 260nm/280nm = 1.6. Finalmente se
ajustod la concentraciéon de ADN a 80ng/uL con solucién de rehidratacion y
se dividieron alicuotas de este, las cuales se almacenaron a -20°C y -4°C

para su Optima preservacion y su uso posterior.
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3.1.6.2. Determinacion del genotipo

El genotipo de cada individuo en estudio se determina mediante el método
PCR-RFLP. La técnica consiste en el corte de los productos de PCR
mediante el uso de enzimas de restriccién. La primera etapa consiste en la
amplificacion de las regiones de interés con los primers respectivos. El
segundo paso consiste en la digestion de los productos de PCR con
enzimas de restriccion, cuya accion determinara el genotipo de cada
individuo. Los resultados se verifican en geles horizontales de agarosa al
2,5% con marcadores moleculares apropiados para la deteccion de las
diferentes bandas. Los primers y enzimas empleados para cada

polimorfismo se presentan en la siguiente tabla.

Tabla 5: Polimorfismos IL-1 e IL-6.

Polimorfismo | Identificac | Primer Forward Enzi Referencia
i6on SNP Primer Revese ma
IL-1B C-511T | rs16944 TGG CAT TGATCT GGTTCATC Aval | Vohnout et
GTT TAG GAATCTTCCCACTT al.%®
IL-1B rs1143634 | GTT GTC ATC AGACTT TGA CC Taq | Arman et
C+3953T TTC AGT TCA TAT GGA CCA GA al.s8

IL-6 G-174C | rs1800795 | TGACTT CAG CTT TAC TCT TGT SfaNIl | Libra et al,

CTG ATT GGA AAC CTT ATT AAG Flex et al.”*

IL-6 G-572C | rs1800796 | GGAGACGCCTTGAAGTAACTGC Mbil Brull et

GAGTTTCCTCTGACTCCATCGCAG al.’

Adaptado por los autores. Cardenas y Cruz

3.1.6.2.1. Polimorfismo IL-18 C-511T

Reaccién en cadena de la polimerasa.

Para el estudio de este polimorfismo se debe amplificar una region de
305pb correspondientes a la region -511 del promotor del gen IL1B. Se
obtuvo un volumen final de 25 pL para cada muestra, la reaccion se llevo a
cabo con 12 pL de GoTag® Green Master Mix de Promega, 0,5 pL de
primer FW 5°-TGG CAT TGA TCT GGT TCA TC-3" (10 uM), 0,5 pL de
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primer RV 5-GTT TAG GAA TCT TCC CAC TT-3" (10 puM), ambos de
Invitrogen, 3 uL de ADN y 12,5 uL de agua UltraPure™ libre de nucleasas
de Invitrogen. Se utilizd6 el termociclador MultiGene™ OptiMax (Labnet
International Inc.) para su amplificacion siguiendo el siguiente programa: Un
paso de desnaturalizacion inicial a 94°C por 3 minutos. A continuacion 35
ciclos consistentes en desnaturalizacion de 2 minutos a 95°C, etapa de
hibridacion de 1 minuto a 53°C y extension de 1 min a 74°C. Para culminar,
una extension final de 5 minutos a 72°C. Los fragmentos resultantes se
observan tras corrida electroforética en gel de agarosa al 1% en el
transiluminador ENDURO™ GDS Touch Gel Documentation System
(Labnet International Inc.).

En la figura se muestra una de las imagenes obtenida de la verificacion de
PCR.

~ Ladder 100pb

“Caso 1
~Caso 2
~Caso 3
~ Control 1
~ Control 2
~ Control 3

1.500 +

1.000 1
800 -

i

600

400 -
300
200

I

Molecular Weight

100 +

llustracién 3: Producto de PCR del polimorfismo IL-1 C-511T.
Elaborado por: Cardenas y Cruz

Digestion para analisis de los fragmentos de restriccion de longitud
polimadrfica (RFLP).

El polimorfismo IL-1p C-511T corresponde a un SNP localizado en la region
promotora del gen de Interleuquina 1B, en la posicion -511 y corresponde a

un cambio de citosina por timina (C>T) que resultaria en un incremento de
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transcripcion gendmica y asi, aumentar la produccion de la interleucina. El
genotipo de un individuo, de acuerdo a este polimorfismo, podria ser:
homocigoto (CC o TT) o heterocigoto (CT).

La enzima Aval reconoce el siguiente sitio dentro del fragmento amplificado:

5. CYCGRG... 3
3...GRGCY,C...5

Siendo Y cualquier pirimidina (T, C) y R, cualquier purina (A, G). El
reconocimiento y revelado de genotipo se da gracias a la digestion con la

enzima.

Se usaron 1 pL de productos PCR y se afadieron 2 pyL de 1X CutSmart®
Buffer, 1 uL de enzima Aval (10 U/uL) de New England Biolabs y 17,5 pL de
H20 ultrapura para tener finalmente un volumen de 20 pL. La digestion se
dio a 37°C durante toda la noche, luego de lo cual, las muestras se

corrieron en un gel de agarosa al 2,5%.

Genotipo homocigoto CC: Este genotipo se observa en el gel como dos
bandas separadas, de 190 y 115 pb respectivamente. Esto es debido a que
la enzima reconoce su sitio de restriccion en ambas cadenas del ADN
amplificado, por lo tanto, al ser cortadas ambas en la misma posicion, se

generan dos sub-fragmentos.

. l .
5°-C TCGAG-3
3"-GAGCT C-5°

+

Genotipo homocigoto TT: Este genotipo se observa en el gel como una sola
banda, correspondiente a los 305 pb del fragmento amplificado. La
presencia de una sola banda corresponde a la ausencia de sitios
reconocibles para la enzima en ambas cadenas del producto amplificado,

razon por la cual la enzima no produce cortes.
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5-TTCGAG-3’
3"-GAGCTT-5’

Genotipo heterocigoto CT: se determina al observar 3 bandas (305 pb, 190
pb y 115 pb). Este genotipo resulta del reconocimiento del sitio de
restriccién en una sola cadena del producto PCR, por ende se generan dos

fragmentos y uno tercero que corresponde a la cadena intacta que no fue
digerida.

> :
5-C TCGAG-3
3-GAGCTT-5'

En la figura se muestran los distintos genotipos producto de la restriccion
enzimatica.

o]
E 8 =
2 ¢ 2 H
22 2 g
- v v =}
Q ° -] -
= E E &
= ° o ]
wd = . b = . I
| | | | | |
800 >
750 o
650
500 ’
¥ 400 g i
g 300 190pb ~
@ 250+ :
g 200 - 305pb - : - -
= 150
Y ~
100 +
50 115pb)

llustracién 4: Patrén de restriccion del polimorfismo IL-18 C-511T.
Elaborado por: Cardenas y Cruz
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3.1.6.2.2. Polimorfismo IL-18 C+3953T

Reaccion en cadena de la polimerasa

Para el estudio de este polimorfismo se debe amplificar una region de
249pb correspondientes a una region el exén 5 del gen IL13. Se obtuvo un
volumen final de 25 pL para cada muestra, la reaccion se llevo a cabo con
12 uL de GoTag® Green Master Mix de Promega, 0,5 uL de primer FW 5’-
GTT GTC ATC AGA CTT TGA CC-3" (10 pM), 0,5 pL de primer RV 5 - TTC
AGT TCA TAT GGA CCA GA -3 (10 pM), ambos de Invitrogen, 3 pL de
ADN y 12,5 uL de agua UltraPure™ libre de nucleasas de Invitrogen. Se
utilizé el termociclador MultiGene™ OptiMax (Labnet International Inc.) para
su amplificacion siguiendo el siguiente programa: Un paso de
desnaturalizacién inicial a 94°C por 3 minutos. A continuacion 35 ciclos
consistentes en desnaturalizacion de 2 minutos a 95°C, etapa de
hibridacion de 1 minuto 53°C y extension de 1 min a 74°C. Para culminar
una extension final de 5 minutos a 72°C. Los fragmentos resultantes se
observan tras corrida electroforética en gel de agarosa al 1% en el
transiluminador ENDURO™ GDS Touch Gel Documentation System

(Labnet International Inc.).

En la figura se muestra una de las imagenes obtenida de la verificacion de
PCR.

~Caso 1
~Caso 2
~Caso 3
~ Control 1
~ Control 2

1.300 4

1.000
800 1
700
600
500 -
400 |

i (-~

300 | — — —

Molecular Weight

200 1

100 -] 249 pi

llustracién 5: Producto de PCR del polimorfismo IL-18 C+3953T.
Elaborado por Cardenas y Cruz
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Digestion para analisis de los fragmentos de restriccion de longitud
polimaorfica (RFLP).

El polimorfismo IL-13 C+3953T corresponde a un SNP localizado en el exén
5 del gen de Interleuquina 1B, en la posicién +3953 y corresponde a un
cambio de citosina por timina (C>T) que se asocia con aumento de
produccion de la interleucina. El genotipo de un individuo, de acuerdo a este
polimorfismo, podria ser: homocigoto (CC o TT) o heterocigoto (CT).

La enzima Tagl reconoce el siguiente sitio dentro del fragmento amplificado:

5 .. TCGA...3
3...AGCJT...5

El reconocimiento y revelado de genotipo se da gracias a la digestion con la

enzima.

Se usaron 1 pL de productos PCR y se afiadieron 1 pL 10X NEBuffer 4,1 uL
100X BSA, 0,5 uL de enzima Tagl (20 U/uL) de New England Biolabs y 16,5
pL de H20 ultra pura, para tener finalmente un volumen de 20 pL. La
digestion se dio a 65°C durante una hora, luego de lo cual, las muestras se

corrieron en un gel de agarosa al 2,5%.

Genotipo homocigoto CC: Este genotipo se observa en el gel como dos
bandas separadas, de 135y 114 pb respectivamente. Esto es debido a que
la enzima reconoce su sitio de restriccion en ambas cadenas del ADN
amplificado, por lo tanto, al ser cortadas ambas en la misma posicion, se

generan dos sub-fragmentos.

.

5-T CGA-3’

3- AGC T-5'
-

Genotipo homocigoto TT: Este genotipo se observa en el gel como una sola

banda, correspondiente a los 249 pb del fragmento amplificado. La
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presencia de una sola banda corresponde a la ausencia de sitios
reconocibles para la enzima en ambas cadenas del producto amplificado,
razon por la cual la enzima no produce cortes.

5-TTGA-3"
3- AGTT-5’

Genotipo heterocigoto CT o TC: Este genotipo se observa como 3 bandas
individuales en el gel, que corresponden tanto a la longitud total del
amplicon (249 pb) como a los productos de su digestion total con la enzima
(135 y 114 pb). Este genotipo resulta del reconocimiento del sitio de
restriccion en una sola cadena del producto PCR, por ende se generan dos

fragmentos y uno tercero que corresponde a la cadena intacta que no fue
digerida.

3
5-T CGA-3’

3- AGTT-5

En la figura se muestran los distintos genotipos productos de la restriccion.
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~ Ladder 50pb

~ Homocigoto TT
~ Homocigoto CC
~ Homocigoto CC

llustracion 6: Patrén de restriccion del polimorfismo IL-13 C+3953T.
Elaborado por Cardenas y Cruz
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3.1.6.2.3. Polimorfismo IL-6 G-174C

Reaccion en cadena de la polimerasa

Para investigar este polimorfismo se debe amplificar una region de 198 pb
correspondientes a la regién promotora del gen IL6. Se obtuvo un volumen
final de 25 uL para cada muestra, la reaccion se llevo a cabo con 12 pL de
GoTaq® Green Master Mix de Promega, 0,5 pL de primer FW 5°-TGA CTT
CAG CTT TAC TCT TGT-3" (10 puM), 0,5 pL de primer RV 5-CTG ATT
GGA AAC CTT ATT AAG-3 (10 puM), ambos de Invitrogen, 3 uL de ADN y
12,5 pL de agua UltraPure™ libre de nucleasas de Invitrogen. Se utilizé el
termociclador MultiGene™ OptiMax (Labnet International Inc.) para su
amplificacion  siguiendo el siguiente programa: Un paso de
desnaturalizacién inicial a 94°C por 10 minutos. A continuacién 35 ciclos
consistentes en desnaturalizacion de 1 minuto a 95°C, etapa de hibridacion
de 1,35 minutos a 55°C y extension de 1 min a 72°C. Para culminar una
extension final de 10 minutos a 72°C. Los fragmentos resultantes se
observan tras corrida electroforética en gel de agarosa al 1% en el
transiluminador ENDURO™ GDS Touch Gel Documentation System

(Labnet International Inc.).

La figura muestra una imagen obtenida de la verificacion de PCR.
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llustracién 7: Producto de PCR del polimorfismo IL-6 G-174C.
Elaborado por Cardenas y Cruz
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Digestion para analisis de los fragmentos de restriccion de longitud
polimaorfica (RFLP).

El polimorfismo IL-6 G-174C corresponde a un SNP localizado en la region
promotora del gen de Interleuquina 6, en la posicion -174 y corresponde a
un cambio de guanina por citosina (G>C) que se asocia con aumento de
produccién de la interleuquina. El genotipo de un individuo, de acuerdo a
este polimorfismo, podria ser: homocigoto (CC o GG) o heterocigoto (GC).

La enzima SfaNl reconoce el siguiente sitio dentro del fragmento
amplificado:

5 . .GCATC(N)...3
3...CGTAG(N),...5

El reconocimiento y revelado de genotipo se da gracias a la digestion con la

enzima.

Se usaron 1 uL de productos de PCR y se afadieron 2 uL 10X NEBuffer, 1
pL de enzima SfaNI (2 U/uL) de New England Biolabs y 16 pL de H20 ultra
pura para tener finalmente un volumen de 20 pL. La digestiéon se dio a 37°C
durante toda una noche, luego de lo cual, las muestras se corrieron en un

gel de agarosa al 2,5%.

Genotipo homocigoto GG: Este genotipo se observa en el gel como dos
bandas separadas, de 140 y 58 pb respectivamente. Esto es debido a que
la enzima reconoce su sitio de restriccion en ambas cadenas del ADN
amplificado, por lo tanto, al ser cortadas ambas en la misma posicion, se

generan dos sub-fragmentos.
5 GCATCC!%’

3 CGTAGGS’
*
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Genotipo homocigoto CC: Este genotipo se observa en el gel como una
sola banda, correspondiente a los 198 pb del fragmento amplificado. La
presencia de una sola banda corresponde a la ausencia de sitios

reconocibles para la enzima en ambas cadenas del producto amplificado,
razon por la cual la enzima no produce cortes.

5 GCATCC ¥

3" CGTAGC Y

Genotipo heterocigoto GC o CG: Este genotipo se observa como 3 bandas
individuales en el gel, que corresponden tanto a la longitud total del
amplicon (198 pb) como a los productos de su digestién con la enzima (140
y 58 pb). Este genotipo resulta del reconocimiento del sitio de restriccion en
una sola cadena del producto PCR, por ende se generan dos fragmentos y

un tercero que corresponde a la cadena intacta que no fue digerida.
5 GCATCG%’
3" CGTAGC Y

En la figura se muestran los distintos genotipos producto de la restriccion.

~ Homocigote GG
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Homocigoto CC
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llustracién 8: Patron de restriccién del polimorfismo IL-6 G-174C
Elaborado por Cardenas y Cruz
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3.1.6.2.4. Polimorfismo IL-6 G-572C

Reaccion en cadena de la polimerasa.

Para investigar este polimorfismo se debe amplificar una region de 163pb
correspondientes a la regién promotora del gen IL6. Se obtuvo un volumen
final de 25 pL para cada muestra, la reaccion de llevo a cabo con 12 pL de
GoTag® Green Master Mix de Promega, 0,5 pL de primer FW 5'-
GGAGACGCCTTGAAGTAACTGC-3" (10 pM), 0,5 pL de primer RV 5°-
GAGTTTCCTCTGACTCCATCGCAG-3" (10 puM), ambos de Invitrogen, 3 uL
de ADN y 12,5 uL de agua UltraPure™ libre de nucleasas de Invitrogen. Se
utilizé el termociclador MultiGene™ OptiMax (Labnet International Inc.) para
su amplificacion siguiendo el siguiente programa: Un paso de
desnaturalizacién inicial a 94°C por 10 minutos. A continuacion 35 ciclos
consistentes en desnaturalizacion de 1 minuto a 95°C, etapa de hibridacion
de 1,35 minutos a 55°C y extension de 1 min a 72°C. Para culminar una
extension final de 10 minutos a 72°C. Los fragmentos resultantes se
observan tras corrida electroforética en gel de agarosa al 1% en el
transiluminador ENDURO™ GDS Touch Gel Documentation System

(Labnet International Inc.).

En la figura se muestra una imagen obtenida de la verificacion de PCR.
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llustracién 9: Producto de PCR del polimorfismo IL-6 G-572C.
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Digestion para analisis de los fragmentos de restriccion de longitud
polimaorfica (RFLP).

El polimorfismo IL-6 G-572C concierne a un SNP localizado en la region
promotora del gen de Interleuquina 6, en la posicion -572 y corresponde a
un cambio de guanina por citosina (G>C) que se asocia con aumento de
produccién de la interleuquina. El genotipo de un individuo, de acuerdo a
este polimorfismo, podria ser: homocigoto (CC o GG) o heterocigoto (GT).

La enzima Mbll reconoce el siguiente sitio dentro del fragmento

amplificado:

5 cc GGglcTC &

3 GGC1GAG 5§

El reconocimiento y revelado de genotipo se da gracias a la digestion con la

enzima.

Se usaron 1uL de productos PCR y se afadieron 2 uL Anza™ 10X Buffer,
1uL de enzima Anza™ 115 Mbil (10 U/uL) de Invitrogen y 16 pL de H20
ultra pura para tener finalmente un volumen de 20 pL. La digestién se dio a
37°C durante toda una noche, luego de lo cual, las muestras se corrieron en

un gel de agarosa al 2,5%.

Genotipo homocigoto GG: Este genotipo se observa en el gel como dos
bandas separadas, de 88 y 74 pb respectivamente. Esto es debido a que la
enzima reconoce su sitio de restriccion en ambas cadenas del ADN
amplificado, por lo tanto, al ser cortadas ambas en la misma posicion, se

generan dos sub-fragmentos.
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Genotipo homocigoto CC: Este genotipo se observa en el gel como una
sola banda, correspondiente a los 163 pb del fragmento amplificado. La
presencia de una sola banda corresponde a la ausencia de sitios
reconocibles para la enzima en ambas cadenas del producto amplificado,

razon por la cual la enzima no produce cortes.

5 ccccTC &

3 GGCCAG %
Genotipo heterocigoto GC o CG: Este genotipo se observa como 3 bandas
individuales en el gel, que corresponden tanto a la longitud total del
amplicén (163 pb) como a los productos de su digestion total con la enzima
(88 y 74 pb). Este genotipo resulta del reconocimiento del sitio de restriccion
en una sola cadena del producto CRP, por ende se generan dos fragmentos
y uno tercero que corresponde a la cadena intacta que no fue digerida.

¥
5 CccCGCTC 3

3 GG CCAG 5
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En la figura se muestran los distintos genotipos producto de la restriccion.

"~ Homocigoto GG
~ Homocigoto CC
~ Homocigoto GG
~ Heterocigoto GC

~ LAdder 25 pb

s
T

e, e %

[163 pb)

Molecular Weight

_ .

llustracién 10: Patrén de restriccion del polimorfismo IL-6 G-572C.
Elaborado por Cardenas y Cruz.

3.1.7. Aspectos bioéticos

Se abord6 a los pacientes presentandonos como investigadores de la Pontificia
Universidad Catdlica del Ecuador quienes estamos indagando sobre la cardiopatia
isquémica, enfermedad comun en nuestro pais. Se brindé la respectiva
informacion para invitarlos a participar en el estudio, la cooperacién fue totalmente
voluntaria, y los pacientes firmaron un consentimiento informado. Los datos
obtenidos fueron manejados con confidencialidad.

La informacién acerca del paciente y su estado de salud fue puesta fuera de
alcance y nadie, sino los investigadores tuvieron acceso a verla. Cualquier
informacion acerca del paciente se registr6 con un niumero en vez de su nombre.
Solo los investigadores conocian el nidmero y se mantiene la informacién
encerrada en cabina con llave, esta no fue compartida ni entregada a nadie. El

consentimiento informado se presenta en el Anexo 5.
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3.1.8. Aspectos Administrativos

Recursos Humanos: El equipo de investigacion estuvo coordinado por la
directora del proyecto, el asesor metodoldgico, y los autores de la disertacion;
quienes conforman parte del equipo del laboratorio de biologia molecular de la

Facultad de Medicina de la Pontificia Universidad Catoélica del Ecuador.

Recursos Materiales: Toda la informacién recolectada de las historias clinicas
digitalizadas del HCAM fueron agrupadas en una base de datos para el manejo de
los investigadores. Ademas el procesamiento y andlisis de las muestras bioldgicas
se realiz6 en el laboratorio de biologia molecular donde se cuenta con los

siguientes equipos:

1. Tubos de extraccion de sangre EDTA 5%

2. Pipetas y micro pipetas

3. Centrifuga de mesa Prism ™ LabNet Modelo C2500.

4. Termociclador de mesa OptiMax™ LabNet Modelo TC9610

5. Fotodocumentador ENDURO™ GDS Touch Gel Documentation System.
LabNet

6. Camaras de Electroforesis en Gel Horizontal, C.B.S. Scientific

7. Camara de flujo laminar

8. Reactivos

Costos: El valor del analisis molecular fue asumido por la PUCE como parte de un
proyecto de investigacion de la Facultad de Medicina, los gastos de logistica se
asumieron por los investigadores, un valor promedio de 400 USD.
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4. CAPITULO IV

4.1. RESULTADOS.

4.1.1. Caracteristicas generales de los casos y controles.

Se recolecto la informacion de 76 pacientes y 76 individuos sanos mediante sus
historias clinicas encontrdndose los siguientes resultados: el sexo predominante
fue el masculino constituyé el 86,84% de los casos y 68,42% de los controles. El
sexo femenino represento el 13,16% de los casos y el 31,58% de los controles. La

edad media fue 64.7 afos en el grupo de estudio y 57,5 afios en el grupo control.

En cuanto a los antecedentes patoldgicos personales, los casos presentaron HTA
en un 57,89%; diabetes mellitus tipo 2 un 32,89% vy alteracion en el metabolismo
de los lipidos en un 60,53%, patologias que presentan menor frecuencia en los

controles como muestra la tabla 6.

Los héabitos revisados muestran una frecuencia de consumo de alcohol del 52,63%
en el grupo de estudio, mientras en los controles se presentd un 23,68%; el habito
tabaquico se reporté en un 47,37% y 30,26% de los casos y controles

respectivamente.

Tabla 6: Caracteristicas generales de casos y controles.

Variables Casos n=76 Controles n=76
Edad 64,7+ 12 575+12

Masculino 66 (86,84%) 52 (68,42%)

Femenino 10 (13,16%) 24 (31,58%)

Hipertension arterial (HTA)

44 (57,89%)

28 (36,84%)

Diabetes Mellitus Tipo 2

25 (32,89%)

12 (15,79%)

Dislipidemia 46 (60,53%) 18 (23,6%)
Alcohol 40 (52,63%) 18 (23,68%)
Tabaco 36 (47,37%) 23 (30,26%)

Elaborado por Cardenas y Cruz
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De los 76 casos en los que se realizo intervencion angiografica se encontré que 46
de los pacientes tuvieron dos o mas arterias lesionadas, corresponden el 60,53%,
mientras que el 39,47% presentd lesion Unica arterial. La arteria descendente
anterior fue la mas frecuentemente afectada con un 65,79%, seguida de la
coronaria derecha con una frecuencia de 55,26%.

Tabla 7: Frecuencias de lesién coronaria.

Arteria Lesionada Frecuencia
Coronaria Derecha 42 (55,26%)
Coronaria Izquierda 9 (11,84%)
A. Descendente Anterior 50 (65,79%)
A. Circunfleja 32 (42,11%)
Otra 6 (8,00%)
Lesién Multivaso 46 (60,53%)

Elaborado por Cardenas Y Cruz

4.1.2. Relacion de los polimorfismos con el riesgo de presentar cardiopatia

Isquémica.

4.1.2.1. Polimorfismo IL-18 C-511T

Se determinaron los genotipos de 76 pacientes y 76 controles sanos para el
polimorfismo IL-13 C-511T. La distribucion de las frecuencias genotipicas
se presentd de la siguiente manera: en el grupo de los casos afectos, 33
(43,42%) individuos fueron homocigotos TT (normales), 30 (39,47%)
heterocigotos TC y 13 (17,115%) homocigotos CC (mutados). En el grupo
de los controles 48 (63,16%) individuos fueron homocigotos TT, 19 (25%)
heterocigotos TC y 9 (11,84%) homocigotos CC.
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En cuanto a la frecuencia del alelo C, en los casos afectos fue de 0,37 y en
los controles de 0,24, mientras que la frecuencia del alelo T en casos

afectos fue de 0,63 y en los controles de 0,76.

Mediante el analisis de chi cuadrado realizada para el grupo de casos, se

obtuvieron valores que muestran que la poblacion esta en equilibrio de

Hardy-Weinberg.

Tabla 8: Equilibrio Hardy-Weinberg del polimorfismo IL-1p C-511T.

No. Frecuencias | Frecuencias | Frecuencia | X2
Genotipo | Individuos % No. Alelos | Genotipicas | Esperadas Alélica HW
T 33 43,42 66 0,43 0,40 0,63
CC 13 17,11 26 0,17 0,14 0,37
TC 30 39,47 60 0,39 0,47 1,74
Total 76 100 152 1,00 1,00 1,00

Elaborado por Cardenas y Cruz

La prueba de Odds ratio se aplicé para conocer el riesgo relativo de que, ya
sea un genotipo o un alelo especifico, esté relacionado con el desarrollo de
cardiopatia isquémica. Al analizar el genotipo CC, considerado raro o
mutado, se encontré un OR de 1,53(IC al 95% de 0,61-3,84) sin embargo
este hallazgo no es significativo (p= 0,48). De igual forma, se evaluaron los
genotipos TT y TC contra el genotipo CC (TT + TC vs CC), obteniéndose un
valor de p de 0.48 (OR=0,65: IC al 95% 0,26-1,62).

indicar que los genotipos TT y TC confieren un riesgo menor para el

Lo anterior podria

desarrollo del padecimiento, mientras que el genotipo CC podria conferir un
mayor riesgo para el desarrollo de la patologia. Esta presentacion se ve
reforzada con la comparacion de las frecuencias alélicas donde se muestra
gue el alelo C tiene un OR de 1,81(IC al 95% de 1,10-2,97), valor de
p=0,02.
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Tabla 9: Frecuencias genotipicas y asociacion de riesgo del polimorfismo IL-13 C-511T.

Frecuen Frecuen | Valor
IL-1B8 C-511T (Rs16944) | Casos cias Controles cias dep OR (IC al 95%)
n=76 n=76
TT 33 43,42% 48 63,16%
Genotipos TC 30 39,40% 19 25%
CcC 13 17,11% 9 11,84% | 0,48 | 1,53(0,61-3,84)
TT+TC
vs CC 0,48 | 0,65(0,26-1,62)
Haplotipo n=152 n=152
T 96 63,16 115 75,66
C 56 | 36,84 37 24,34 |0,02 | 1,81(1,10-2,97)

Elaborado por Cardenas y Cruz

4.1.2.2. Polimorfismo IL-1f C+3953T

Se determinaron los genotipos de 76 pacientes y 76 controles sanos para el
polimorfismo IL-1f C+3953T. La distribucién de las frecuencias genotipicas
se presentd de la siguiente manera: en el grupo de los casos afectos, 0
(0%) 14 (18,42%)
heterocigotos TC y 62 (81,42%) homocigotos mutados (CC). En el grupo de
los controles 4 (5,26%) individuos fueron homocigotos TT, 11 (14,47%)
heterocigotos TC y 61 (80,26%) homocigotos CC.

individuos fueron homocigotos normales (TT),

En cuanto a la frecuencia del alelo C, en los casos afectos fue de 0,91 y en
los controles de 0,88, mientras que la frecuencia del alelo T en casos

afectos fue de 0,09 y en los controles de 0,13.

Mediante el analisis de chi cuadrado realizada para el grupo de casos y
controles, se obtuvieron valores que muestran como la poblacion esta en

equilibrio de Hardy-Weinberg.
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Tabla 10: Equilibrio de Hardy-Weinberg del polimorfismo IL-1 C+3953T.

No. No. Frecuencias | Frecuencias | Frecuencia | X2
Genotipo | Individuos % Alelos | Genotipicas | Esperadas Alélica HW
TT 0 0,00 0 0,00 0,01 0,09
CcC 62 81,58 124 0,82 0,83 0,91 0,82
TC 14 18,42 28 0,18 0,16 28
Total 76 100,0 152 1,00 1,00 1,00

Elaborado por Cardenas y Cruz

La prueba de Odds ratio se aplicé para conocer el riesgo que ya sea un

genotipo o un alelo especifico confieran para el desarrollo de cardiopatia

isquémica. Al analizar el genotipo CC, considerado de riesgo, se encontrd
un OR de 1,08 (IC al 95% de 0,48-2,44) sin embargo este hallazgo no es

significativo (p= 1). De igual forma, se evaluaron los genotipos TT y TC

contra el genotipo CC (TT + TC vs CC), obteniéndose un valor de p de 1

(OR=0.92, IC al 95% 0.48-2.06).

Lo anterior podria indicar que los

genotipos TT y TC confieren un riesgo menor para el desarrollo del

padecimiento, mientras que el genotipo CC podria conferir un mayor riesgo

para el desarrollo de la patologia sin embargo no se tiene confirmacion

estadistica. La comparacion de las frecuencias alélicas donde se muestra
gue el alelo C tiene un OR de 1,4 (IC al 95% de 0,67-2,92), valor de p=0,46,

revelan un grado de asociacién de este alelo con el riesgo de padecer

cardiopatia isquémica.

Tabla 11: Frecuencias genotipicas y asociacion de riesgo del polimorfismo IL-18 C+3953T.

IL-1B C+3953T Frecuen Frecuen | Valor
(Rs1143634) Casos cias Controles cias dep OR (IC al 95%)
n=76 N=76
TT 0 0% 4 5,26%
Genotipos TC 14 18,42% 11 14,47%
CcC 62 81,58% 61 80,26% 1 1,08(0,48-2,44)
TT+TC
vs CC 1 0,92(0,48-2,06)
Haplotipos n=152 n=152
T 14 9,21 19 12,50
C 138 90,79 133 87,50 | 0,46 | 1,4(0,67-2,92)
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4.1.2.3. Polimorfismo IL-6 G-174C

Se determinaron los genotipos de 76 pacientes y 76 controles sanos para el
polimorfismo IL-6 G-174C. La distribucion de las frecuencias genotipicas se
presentd de la siguiente manera: en el grupo de los casos, 5 (6,58%)
individuos fueron homocigotos normales (CC), 15 (19,74%) heterocigotos
GC y 56 (73,68%) homocigotos mutados (GG). En el grupo de los controles
32 (42,11%) individuos fueron homocigotos TT, 13 (17,11%) heterocigotos
GC y 31(40,79%) fueron homocigotos GG.

En cuanto a la frecuencia del alelo G, en los casos afectos fue de 0,84 y en
los controles de 0,49, mientras que la frecuencia del alelo C en casos

afectos fue de 0,16 y en los controles de 0,51.

Mediante el analisis de chi cuadrado realizada para el grupo de casos, se
obtuvieron valores que indican que esta poblacion no esta en equilibrio de
Hardy-Weinberg lo cual significa que algo esta sucediendo en la poblacion a

nivel de las fuerzas evolutivas, y puede ser digno de estudio.

Tabla 12: Equilibrio de Hardy-Weinberg del polimorfismo IL-6 G-174C.

No. No. Frecuencias | Frecuencias | Frecuencia | X?
Genotipo | Individuos % Alelos | Genotipicas Esperadas Alélica HW
CC 5 6,58 10 0,07 0,71 0,16
GG 56 73,68 112 0,74 0,27 0,84 1551
GC 15 19,74 30 0,20 0,03 45
Total 76 100,0 152 1,00 1,00 1,00

Elaborado por Cardenas y Cruz

La prueba de Odds ratio se aplicé para conocer el riesgo que ya sea un
genotipo o un alelo especifico confieren para el desarrollo de cardiopatia
isquémica. Al analizar el genotipo GG, considerado de riesgo, se encontro
un OR de 4,06(IC al 95% de 2,04-8,06) estadisticamente significante
(p=0,00008). De igual forma, se evaluaron los genotipos CC y GC contra el
genotipo GG (CC + GC vs GG), obteniéndose un valor OR=0,24 (IC al 95%
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0,12-0,48).

confieren un riesgo menor para el desarrollo del padecimiento, mientras que

Lo anterior indica claramente que los genotipos CC y GC

el genotipo GG constituye un claro riesgo para el desarrollo de la patologia
con una amplia confirmacion estadistica. La comparacion de las frecuencias
alélicas donde se muestra que el alelo G tiene un OR de 5,21(IC al 95% de
3,05-8,89), valor de p=0, confirman la asociacion de este polimorfismo con

el riesgo de padecer cardiopatia isquémica.

Tabla 13: Frecuencias genotipicas y asociacion de riesgo del polimorfismo IL-6 G-174C.

IL-6 G-174C Frecuen Frecuen | Valor
(Rs1800795) Casos cias Controles cias dep OR (IC al 95%)
n=76 n=76
CcC 5 6,58% 32 42,11%
Genotipos GC 15 19,74% 13 17,11%
GG 56 |73,68% 31 40,79% | 0,00008 | 4,06(2,04-8,06)
CC+GC
vs GG 0,00008 | 0,24(0,12-0,48)
n=152 n=152
Haplotipos | C 25 | 16,45 77 50,66
G 127 83,55 75 49,34 0 5,21(3,05-8,89)

Elaborado por Cardenas y Cruz

4.1.2.4. Polimorfismo IL-6 G-572C

Se determinaron los genotipos de 76 pacientes y 76 controles sanos para el
polimorfismo IL-6 G-572C. La distribucion de las frecuencias genotipicas se
presentd de la siguiente manera: en el grupo de los casos, 12 (15,79%)
individuos fueron homocigotos normales (CC), 31 (40,79%) heterocigotos
GC y 33 (43,42%) homocigotos mutados (GG). En el grupo de los controles
18 (23,68%) individuos fueron homocigotos TT, 31(40,79%) heterocigotos
GC y 27 (35,53%) fueron homocigotos GG.
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En cuanto a la frecuencia del alelo G, en los casos afectos fue de 0,64 y en
los controles de 0,56, mientras que la frecuencia del alelo C en casos

afectos fue de 0,36 y en los controles de 0,44.

Mediante el analisis de chi cuadrado realizada para el grupo de casos, se
obtuvieron valores que indican que la poblacién esta en equilibrio de Hardy-

Weinberg.

Tabla 14: Equilibrio de Hardy-Weinberg del polimorfismo IL-6 G-572C.

No. No. Frecuencias | Frecuencias | Frecuencia | X?
Genotipo | Individuos % Alelos | Genotipicas | Esperadas Alélica HW
CC 12 15,79 |24 0,16 0,13 0,36
GG 33 43,42 |66 0,43 0,46 0,64
GC 31 40,79 |62 0,41 0,41 1,04
Total 76 100,00 |152 1,00 1,00 1,00

Elaborado por Cardenas y Cruz

La prueba de Odds ratio se aplicé para conocer el riesgo que ya sea un
genotipo o un alelo especifico confiere para el desarrollo de cardiopatia
isquémica. Al analizar el genotipo GG, considerado de riesgo, se encontré
un OR de 1,39(IC al 95% de 0,72-2,67) (p=0,4). De igual forma, se
evaluaron los genotipos CC y GC contra el genotipo GG (CC + GC vs GG),
obteniéndose un valor OR=0,71 (IC al 95% 0,37-1,37). Lo puede significar
gue los genotipos CC y GC confieren un riesgo menor para el desarrollo del
padecimiento, mientras que el genotipo GG constituye un posible riesgo
para el desarrollo de la patologia aun sin confirmacion estadistica. La
comparacion de las frecuencias alélicas donde se muestra que el alelo G
tiene un OR de 1,39(IC al 95% de 0,87-2,20), valor de p= 0,19 apoya la
asociacion de este polimorfismo con el riesgo de padecer cardiopatia

isquémica sin embargo no se tiene una clara significancia estadistica.
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Tabla 15: Frecuencias genotipicas y asociacion de riesgo del polimorfismo IL-6 G-572C.

IL-6 G-572C (Rs1800796) | ;44 Frgic;sen Controles Frgical;en \éael?nr OR (IC al 95%)
N=76 N=76
CC 12 |15,79% 18 23,68%
Genotipos GC 31 [40,79% 31 40,79%
GG 33 143,42% 27 35,53% | 0,4 |1,39(0,72-2,67)
CC+GC
vs GG 0,4 |0,71(0,37-1,37)
Haplotipos n=152 n=152
C 55 36,18 67 44,08
G 97 63,82 85 55,92 | 0,19 | 1,39(0,87-2,20)

Elaborado por Cardenas y Cruz

4.1.3. Relacion de los polimorfismos con el riesgo de presentar lesion

coronaria multivaso.

Se identificaron las frecuencias genotipicas de los pacientes con lesion coronaria

multivaso (EMV) y los pacientes con enfermedad de vaso Unico (EUV).

De los 13 pacientes que presentaron el polimorfismo IL-1 B C-511T (CC), 9 tenian
lesién multivaso y 4 lesion en un solo vaso. El alelo C, tuvo una frecuencia de 0,67

en los individuos con EMV y 0,32 en aquellos con EUV.

La asociacion entre el polimorfismo y el riesgo de presentar lesion multivaso se
busco a traves del OR, obteniéndose OR=1,58(IC al 95%= 0,43-5,68), p=0,35. Lo
que indica la posibilidad de una asociacion, aunque no se obtuvo una confirmacion
estadistica. La comparacion de las frecuencias alélicas donde se muestra que el
alelo C tiene un OR de 1,64(IC al 95% de 0,82-3,27), valor de p=0,21 apoya la
asociacion de este polimorfismo con el riesgo de padecer EMV sin embargo no se

tiene una clara significancia estadistica.
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En los pacientes que presentaron el polimorfismo IL-1  C+3953T (CC), de un total
de 62, 37 tenian lesién multivaso y 25 lesiones en un solo vaso. El alelo C, tuvo

una frecuencia de 0,6 en los individuos con EMV y 0,4 en aquellos con EUV.

La asociacion entre el polimorfismo y el riesgo de presentar lesibn multivaso se
buscé a través del OR, obteniéndose OR=0,82(IC al 95%= 0,24-2,74), p=0,49. Lo
gue indica la no existencia de una asociacion. La comparacion de las frecuencias
alélicas donde se muestra que el alelo C tiene un OR de 0,83(IC al 95% de 0,26-
2,63), valor de p=0,98 podria descartar la asociacién de este polimorfismo con el
riesgo de padecer EMV.

De los 56 pacientes que presentaron el polimorfismo IL-6 G-174C (GG), 32 tenian
lesion multivaso y 24 lesion en un solo vaso. El alelo G, tuvo una frecuencia de 0,6

en los individuos con EMV y 0,4 en aquellos con EUV.

La asociacion entre el polimorfismo y el riesgo de presentar lesion multivaso se
buscé a través del OR, obteniéndose OR=0,57(IC al 95%= 0,19-1,7), p=0,45. Por
lo tanto no se encuentra una asociacion de riesgo entre el polimorfismo y el
desarrollo de enfermedad multivaso. En la comparacion de las frecuencias alélicas
se muestra que el alelo G tiene un OR de 0,67(IC al 95% de 0,27-1,68), valor de
p=0,54 no se demuestra asociacion del alelo mutante con el desarrollo de

enfermedad multivaso.

En los pacientes que presentaron el polimorfismo IL-6 G-572C (GG) de un total de
33, 19 tenian lesion multivaso y 14 lesion en un solo vaso. El alelo G, tuvo una

frecuencia de 0,34 en los individuos con EMV y 0,42 en aquellos con EUV.

La asociacion entre el polimorfismo y el riesgo de presentar lesibn multivaso se
busco a través del OR, obteniéndose OR=0,8(IC al 95%= 0,31-2,03), p=0,8. Por lo
tanto no se encuentra una asociacion de riesgo entre el polimorfismo y el
desarrollo de enfermedad multivaso. En la comparacién de las frecuencias alélicas
se muestra que el alelo G tiene un OR de 0,72(IC al 95% de 0,36-1,43), valor de
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p=0,44; no se demuestra asociacion del alelo mutante con el desarrollo de

enfermedad multivaso.

Tabla 16: Frecuencias de los polimorfismos en relacién con la lesion coronaria.

EUV (n=30) | EMV (n=46) Total Valordep | OR (IC al 95%)

IL-18 C-511T (CC) | 4(30,77) 9(69,23) | 13(100) 0,35 1,58(0,43-5,68)
Alelo T 42(43,75) | 54(56,25) | 96(100)

Alelo C 18(32,14) | 38(67,86) | 56(100) 0,21 1,64(0,82-3,27)

IL-18 C-3953T (CC) | 25(40,43) | 37(56,68) | 62(100) 0,49 0,82(0,24-2,74)
Alelo T 5(35,71) | 9(64,29) | 14(100)

Alelo C 55(39,86) | 83(60,14) | 138(100) 0,98 0,83(0,26-2,63)

IL-6 G-174C (GG) | 24(42,86) | 32(57,14) | 56(100) 0,45 0,57(0,19-1,7)
Alelo C 8(32) 17(68) 25(100)

Alelo G 52(40,94) | 75(59,06) |127(100)| 0,54 |0,67(0,27-1,68)

IL-6 G-572C (GG) | 14(42,42) | 19(57,58) | 33(100) 0,8 0,8(0,31-2,03)
Alelo C 19(34,55) | 36(65,45) | 55(100)

Alelo G 41(42,27) | 56(34,55) | 97(100) | 0,44 |0,72(0,36-1,43)

Elaborado por Cardenas y Cruz
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5. CAPITULO V

5.1. DISCUSION

Como primer punto, en el andlisis de los resultados obtenidos en esta
investigacion se abordan los factores poblacionales, comorbilidades y factores de

riesgo presentes en grupos de estudio.

Las caracteristicas de las poblaciones muestran que en el grupo de casos el sexo
masculino fue mas frecuente con un 86,84% frente a 13,16% del sexo femenino, lo
que se explica por la mayor presencia de cardiopatia isquémica en los hombres a
nivel de la poblacion ecuatoriana. En el 2014, 2.643 varones murieron por
enfermedades isquémicas del corazén, comparado con 1.787 defunciones
femeninas por esta causa, es decir, de cada 10 personas que mueren por

enfermedad isquémica cardiaca 6 son hombres.?

Las comorbilidades mas frecuentemente asociadas a la cardiopatia isquémica
fueron la hipertension arterial (HTA), presente en el 57,89% de los pacientes, la
Dislipidemia presente en el 60,53% y la diabetes mellitus tipos 2 (DM) con una
ocurrencia del 23,68%. Estas patologias consideradas como factores de riesgo
cardiovascular presentan una distribucién similar a nivel mundial. Un estudio en
poblacién italiana muestra que los pacientes con enfermedad arterial coronaria
sufren HTA en un 45%; DM en un 13%.% La distribucién epidemioldgica en Brasil
presenta datos de concurrencia para HTA e IAM del 52% y para la DM e 1AM del
10%.58 En el grupo control se observé que el 36,84% de los individuos presentaron
HTA, un 15,79% DM vy el 23,6% alteracion en el metabolismo de los lipidos, cifras
superiores a las que se esperaria encontrar basados en datos que muestran que
en Quito en el aflo 2008 se establecio una prevalencia de HTA de 17,3% y DM un
11,9%.2 En la poblacion latinoamericana segin el estudio CARMELA la

prevalencia de HTA es del 18%, de Dislipidemia el 14% y diabetes mellitus un 7%.
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Tomando como referencia estos resultados podriamos decir que la prevalencia de

factores de riesgo cardiovascular en nuestro pais es mayor.®

Con respecto a los habitos prevalecié el alcoholismo, pues el 52,63% de los casos
se declar6 consumidor, seguido del consumo de tabaco que fue del 47,37%. La
prevalencia de tabaquismo encontrada en Quito al 2008 fue de 60% mientras que
a nivel general de Latinoamérica fue del 30%.8 Esto indica que nuestra poblacion

de estudio es similar a la poblacién general en cuanto a habitos perniciosos.

El objetivo principal de este trabajo de investigacion fué demostrar que las
variaciones genéticas en la poblacion ecuatoriana constituyen un factor de riesgo
para el desarrollo de enfermedades. Especificamente el estudio se enfoco en la
patologia cardiovascular, pues en el Ecuador es la principal causa de muerte, y se
espera que las cifras de mortalidad crezcan exponencialmente en los préximos
afos. Estudios recientes demuestran que la inflamacion es la piedra angular en la
fisiopatologia del proceso aterosclerdtico, principal etiologia de los sindromes
coronarios agudos. Al ser las interleucinas moléculas primordiales en la respuesta
inflamatoria se piensa que alteraciones en la estructura genética determinan su
sobrexpresion, facilitando el proceso inflamatorio. Hipotéticamente los
polimorfismos de las interleucinas 1 y 6 estarian relacionados con un mayor riesgo

de desarrollar cardiopatia isquémica.

El estudio genético se realizO mediante la técnica de PCR (RFLP), una
metodologia que ha sido extensamente empleada para la determinacion de
polimorfismos de nucleétido simple (SNP), alteraciones en el genoma que confiere
a grupos particulares de personas riesgo de contraer ciertas enfermedades. Luego
de estandarizar la reaccibn en cadena de la polimerasa (PCR) para la
amplificacion de los cuatro segmentos estudiados, pertenecientes a los genes IL-
1, IL-6, se procedid a la digestidbn enzimética de los mismos a través de enzimas
de restriccion especificas para cada polimorfismo. Todos los procesos se
realizaron aplicando protocolos determinados cuya efectividad fue altamente

confirmada, por tal motivo este estudio puede ser facilmente replicado.
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El primer analisis estadistico realizado una vez obtenidos los genotipos fue el
equilibrio de Hardy-Weinberg mediante el cual se pudo conocer que las
distribuciones genotipicas para los polimorfismos IL-18 C-511T e IL1p C+3953T se
encuentran en equilibrio. Este resultado sugiere que no existen fuerzas externas
evolutivas, como la seleccion natural que alteren el equilibrio de la poblacion de
estudio. Es decir, las frecuencias de los alelos en la muestra son estables y no se

han dado fallas en la genotipificacion.

Los resultados obtenidos del analisis del polimorfismo IL-13 C-511T (rs16944)
indican que el genotipo CC, considerado raro o mutado, estaria relacionado con el
riesgo de desarrollar cardiopatia isquémica. En la poblacion de nuestro estudio la
variante CC presenta una frecuencia del 17,11% en los casos y el 11,84% en los
controles, mostrando un incremento de riesgo en 1.5 veces de sufrir un evento
coronario al compararlo con los individuos que presentaron el genotipo TC y TT,;
es decir estos dos genotipos confieren un menor riesgo para el desarrollo de la
patologia (OR=0,65 IC al 95% = 0,26 — 1,62). Esta asociacion de riesgo puede
verse reforzada con el analisis alélico, donde el alelo C origina un riesgo 1,81

veces superior que el alelo T.

En el estudio realizado por Domingos L.S et al en poblacion brasilefia se muestra
una mayor frecuencia del genotipo CC en los pacientes con enfermedad coronaria
(30,4%) en comparacién con los controles (16,5%), con un OR estimado de 2,32
(p=0,019), lo que significa que presentar el polimorfismo confiere predisposicion
para los eventos cardiovasculares. 6 Como puede observarse en esta poblacion la
frecuencia de presentacion del polimorfismo IL-1B C-511T en pacientes con
patologia coronaria es superior a la nuestra (30,4% vs 17,11%), sin embargo en

ambas poblacion constituye un factor de riesgo.

La distribucién genotipica en poblacion norteamericana muestra que el genotipo
CC tiene una frecuencia de presentacion del 23%, mientras que en la poblacion
taiwanesa se presenta hasta el 40%, esto demuestra que la presentacion

genotipica puede variar segun las etnias.>®
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En la poblacion turca se realizd un estudio con 381 individuos donde no se
presenta diferencia significativa de la distribucion del polimorfismo IL-18 C-511T
entre los controles y los pacientes con sindrome coronario agudo. Al realizar el
andlisis de la distribucion de alelos encontraron asociacion entre la presencia del
alelo C y la angina de pecho (p=0,041). Este hallazgo tiene concordancia con la
relacion de riesgo del mismo alelo en nuestro estudio (OR= 1,81 IC al 95% 1,10-
2,97; p=0,02).%8

En una muestra de la poblacién mexicana los resultados indican que le genotipo
CC podria ser un factor de riesgo para el desarrollo de IAM, mientras que los
genotipos TT y TC representarian un menor riesgo para presentar dicho
padecimiento.?° Estos datos se asemejan a los resultados obtenidos en nuestra
investigacion. Probablemente esto se deberia a la composicién étnica de nuestras
poblaciones.

Otros estudios muestran resultados discordantes. Investigacion de una serie de
335 Italianos no mostro diferencias en la distribucion alélica ni genotipica entre los
casos y controles (p=0,51), sin embargo el polimorfismo se ha visto asociado con
el riesgo de sufrir un IAM en edades tempranas, sugiriendo un posible rol de la

mutacion IL-18 C-511T en la trombosis mas que en el proceso aterosclerético.>

Un meta-andlisis con un total de 3.219 casos de estudio no mostré una asociacion
significativa entre el polimorfismo IL-13 C-511T y el riesgo de enfermedad
coronaria (OR=0,98; p=0,02).5*

En cuanto al polimorfismo IL13 C+3953T la frecuencia del genotipo CC en los
casos fue 81,58% y en los controles de 80,26%. No se encontré una asociacion de
riesgo significativa entre la presencia del polimorfismo y la manifestacion de
eventos coronarios (OR=1,08 IC al 95% 0,48 — 2,44) (p=1,0) Existe una tendencia
estadistica a que los genotipos TT y TC confieran un riesgo menor hacia el
padecimiento. En la comparacion de las frecuencias alélicas, el alelo C representa
un riesgo 1,4 veces superior en relacion a la presencia del alelo T de sufrir un

sindrome coronario agudo.
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La IL-1B liberada por los MJS plaquetas y el endotelio lesionado, juega un rol
central en la respuesta inflamatoria y se relaciona con la formacién de la placa
ateromatosa. Su funcién dentro de la aterosclerosis puede ser estimular la
proliferacion de las células musculares lisas y del endotelio, incrementado las
moléculas de adhesion vascular. Ademés promueve la inestabilidad endotelial lo
que favorece el proceso trombdtico, y estimula la produccion de otros
componentes de la inflamacion como la proteina C reactiva, el fibrinégeno y la IL-
6.4 Con base en estos datos se ha desarrollado investigaciones para relacionarla
con el riesgo cardiovascular, los resultados obtenidos son diversos, en ciertas
poblaciones se muestra asociacion, mientras que en otras no se ha logrado
confirmar un relacion directa. Nuestro estudio no demostré una asociacion de
riesgo estadisticamente significativa entre el homocigoto CC y el desarrollo de
cardiopatia isquémica. Sin embargo el alelo C representa un riesgo 1,4 veces
superior en relacion a la presencia del alelo T de sufrir un sindrome coronario

agudo.

Estudios en busca de la relacién del polimorfismo IL1B C+3953T con la
inflamacion, muestran el rol importante que juega la interleucina 1 (IL-1) en este
proceso. La IL-1 stimula la produccion de proteina C reactiva (CRP), un reactante
de fase aguda implicado en el riesgo cardiovascular. Personas con el genotipo CC
del polimorfismo IL18 C+3953T pueden llegar a triplicar los valores plasmaticos de
CRP si se combina con el polimorfismo 1059 del gen codificador de la CRP. ©?
Esta relacién puede ser un marcador predictivo para personas propensas a sufrir

enfermedades cardiovasculares.

La distribuciéon genotipica de un estudio realizado en Turquia muestra que la
frecuencia del genotipo CC fue del 55,2% en los pacientes con IAM, mientras que
en los controles se presentd en el 65,7% es decir, una relacion inversa a la
encontrada en nuestra poblacion. Con base en estas frecuencias, los resultados
muestran al genotipo CC como un factor protector para el IAM y al alelo T como
factor de riesgo.®® En concordancia con estos hallazgos, en poblaciéon europea el

polimorfismo IL13 C+3953T se ve fuertemente asociado con niveles elevados de
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CRP (p=0,002), los valores séricos obtenidos se ven influenciados por el genotipo
presentado, lo que significa que existe variacion entre homocigotos Yy
heterocigotos, sugiriendo un efecto dominante del alelo T para la sintesis de este
reactante de fase aguda. Este resultado es consistente con la observacion de que
el alelo T est4 asociado con mayor produccién de interleucina 1 y constituye un

factor de riesgo.%*

La frecuencia estimada de este polimorfismo pro-inflamatorio fue superior en la

poblacién china comparada con la norteamericana (52% vs 33% p=0,001).%°

Un meta-andlisis que comprende 1.828 casos de diferentes grupos poblacionales
sugiere que no existe asociacion estadisticamente significativa entre el
polimorfismo IL1B C +3953T y la susceptibilidad para enfermedad coronaria
(OR=1,11 IC al 95% 0,97 — 1,27) (p=0,354).6*

Las variaciones de frecuencia en estas poblaciones y aun mas las discrepencias
en determinacion de riesgo con el alelo T o C, demuestran la necesidad del
estudio de la funcion de estos genes para poder asociarlos con susceptibilidad o

resistencia a la enfermedad.

Una vez obtenidos los genotipos del polimorfismo IL-6 G-174C se calculo el
equilibrio de Hardy Weinberg mediante el cual se pudo conocer que la distribucién
genotipica no se encuentra en equilibrio. Este resultado sugiere que algo sucede
en la poblacion a nivel de las fuerzas evolutivas que provoca una alteracion en la
estructura genética, esta anomalia apoya la hipotesis de un posible rol del
polimorfismo en el riesgo de desarrollar eventos cardiovasculares. EI mencionado
desequilibrio se ha identificado en otras poblaciones como la francesa e

irlandesa.®’

Nuestros resultados indican que la frecuencia del genotipo GG en los casos fue
73,68% y en los controles de 40,79%. Se encontré6 una asociacion de riesgo
significativa entre la presencia del polimorfismo y la manifestacién de eventos
coronarios (OR=4,06 IC al 95% 2,04 — 8,06) (p=0,00008). Al comparar los
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genotipos GC y CC contra el genotipo de riesgo GG se encuentra que los dos
primeros confieren menor riesgo de desarrollar cardiopatia isquémica (OR=0,24 IC
al 95% 0,12 — 0,48) (p=0,00008). La presencia del alelo G se ve fuertemente
asociada a la posibilidad de presentar la patologia estudiada, confiere un riesgo
5,21 veces mayor que el alelo normal C (p= <0,005). Contrastando, Fishman et al
mostraron en 92 sujetos que los niveles plasmaticos de IL-6 en pacientes con el
genotipo CC fueron inferiores que aquellos con genotipo GG o GC confiriendo al
alelo C un menor riesgo para el desarrollo de SCA.® Una serie rusa con 199
pacientes confiere a este alelo un RR de 0,48 (IC al 95% 0,26 — 0,88) (P=0,013)

confirmando su rol protector para esta patologia.’?

A través del uso de lineas celulares con las diferentes variantes genéticas
pertenecientes al polimorfismo IL-6 G-174C, se ha medido la funcionalidad del
mismo midiendo la respuesta de transcripcién. Este método ha demostrado que el
alelo C promueve una menor expresion de IL-6 al compararlo con el alelo G.
Luego de la estimulacion con lipopolisacéaridos el alelo G aumenté la expresion de
la interleucina entre dos y tres veces mas, estos resultados soportan nuestros

hallazgos.®

El estudio de distribucion alélica en poblacion britanica muestra que el alelo G se
presenta con una frecuencia del 57%, en nuestra investigacion tuvo una
frecuencia del 83%, mostrando una diferencia significativa en la distribucion
genética de estas dos poblaciones.®® El alelo G se ha visto relacionado con niveles
elevados de CRP, por tal motivo, el polimorfismo IL-6 G-174C es un candidato
para la regulacibn de la respuesta inflamatoria, nuestros resultados ligan
fuertemente a este alelo con el desarrollo de cardiopatia isquémica, una

enfermedad donde la inflamacion juega un rol principal en su fisiopatologia.

La frecuencia de presentacion del polimorfismo IL-6 G-174C en la poblacion
brasilefia con IAM se estima en 38,2%, algo similar a lo encontrado en Inglaterra,
Alemania, Australia y Espafia.®® Llama la atenciébn que la frecuencia de
presentacion se duplica en nuestra poblacion de estudio, lo que recalca la
existencia de diferentes distribuciones genotipicas entre las multiples etnias.
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El genotipo IL-6 -174GG se ha visto asociado con niveles elevados de glucosa,
triglicéridos y colesterol VLDL, lo que muestra la relacion del polimorfismo con un
perfil aterogénico. Esto se explica por la asociacion reportada entre el alelo G y
niveles elevados de IL-6, los perfiles lipidicos encontrados en los pacientes con
IAM pueden ser resultado del efecto de la IL-6 en el metabolismo lipidico. El efecto
hiperglucemiante del polimorfismo se debe a la influencia de la IL-6 en el
metabolismo hepatico, pues fomenta la gluconeogénesis o por el incremento de la

resistencia a la insulina mediado por la hipertrigliceridemia.>5: 65

Un estudio en Brasil muestra que el genotipo GG se asocia con un riesgo
incrementado de presentar enfermedad coronaria (OR=2,037; p=0,028).4¢ La
distribucion genotipica mostré una frecuencia de presentacién del 69,6% en los
casos contra un 60% en la poblacién control. En concordancia con los resultados
de este estudio, encontramos en nuestra investigacion que la frecuencia de este
genotipo es superior en los pacientes con SCA y una asociacion clara con el
riesgo cardiovascular. Esto se explica por el hecho de que la interleucina 6 es una
citosina pro-inflamatoria, por ende los portadores de polimorfismos en su
secuencia codificante tienen susceptibilidad incrementada al desarrollo de

enfermedad isquémica cardiaca®®.

Oznur et al en una muestra de 106 pacientes turcos con SCA, expone una
frecuencia del 82% para el homocigoto GG, mientras que la presentacion de los
heterocigotos GC y homocigotos CC fue nula. Ademas, en los pacientes que
presentaron el polimorfismo IL-6 G-174C, el 31% desarrollaron lesion multivaso vs
el 8% que se manifestdé con lesién Unica durante la angiografia coronaria (p=
<0,05). En esta investigacion se demostré una relacion entre el polimorfismo y la
severidad del compromiso coronario. Aquellos pacientes con el genotipo GG
presentaron un mayor tiempo de hospitalizacién y complicaciones mas severas a

causa de una titulaciéon plasmatica superior de los valores de 1L-6.58

Otras investigaciones muestran resultados discordantes, por ejemplo en Alemania
no se encontro diferencia en la distribucion del alelo G y C entre casos y controles,
tampoco hubo diferencias en la distribucion genotipica, por ende no se demostro
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asociacioén con el riesgo de infarto de miocardio (OR=0,96; p=0,061)°. Estos
resultados conflictivos sugieren que el polimorfismo IL-6 G-174C, no es un
modulador genético fuerte en la respuesta de la interleucina durante una
respuesta de fase aguda y contradicen los resultados de nuestro analisis, por
ejemplo el estudio de Georges et al., en el cual se menciona la asociacién del
alelo -174C con el riesgo de enfermedad arterial coronaria, toma el genotipo CC
como referencia y describe que este presentd un RR de 1,31 (0,94 — 1,94)
(p=0,10) en relacién con cardiopatia isquémica. La existencia de al menos una
copia del alelo C en el genotipo confirié un riesgo 1,34 veces mayor que el alelo
G.67

Berthold et al. sefialan que los portadores del alelo C tienen mayor riesgo de
enfermedad arterial coronaria e infarto cerebral, estos individuos mostraron niveles
superiores de CRP e IL-6 al comprarlos con los portadores del alelo G. Otros
factores de riesgo cardiovascular también fueron mas prevalentes en este grupo,
como son la hipertension arterial y la diabetes mellitus tipo 2. En relacion al papel
pro-aterogénico del polimorfismo demuestran que aquellos pacientes con los
genotipos CC y GC presentan valores de lipoproteina a LP(a) mayores con un
OR=1,44 (p=0,018).7*

Humphries et al. en una muestra de 3.052 pacientes ingleses describe una
frecuencia del alelo C del 43%. Al comparar este grupo con aquellos portadores
del genotipo GG, el alelo C muestra un RR de 1,54 para el desarrollo de
enfermedad coronaria (p=0,048).”® De forma similar aquellos homocigotos CC
presentaron un 5% adicional de riesgo para sufrir un IAM. También se encontré
una relacion directa entre la presencia del polimorfismo IL-6 G-174C y niveles
elevados de presion arterial, la presencia del alelo C provoca un aumento de
2,5mmHg en la presion sistélica, la importancia de este hallazgo se basa en el
estudio NPHSII"4, donde se demostrdé que un incremento de 1 mmHg aumenté el

riesgo de presentar eventos cardiovasculares en un 2%.

Las inconsistencias encontradas entre los estudios, donde en algunos se muestra
como genotipo de riesgo al homocigoto GG y en otros al homocigoto CC, pueden
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ser explicadas por el hecho de que la enfermedad arterial coronaria es una
patologia de origen multifactorial en la cual entran en juego edad, genero,
etnicidad, habitos y varios otros factores englobados en dos grandes grupos,
ambientales y genéticos. Por esto, es dificil establecer una relacion directa entre
un unico factor genético y el resultado clinico en las poblaciones alrededor del
mundo.*® Sin embargo nuestros resultados presentan una amplia significancia
estadistica y confieren a los individuos homocigotos GG un riesgo cuatro veces

superior para el desarrollo de sindromes coronarios agudos.

El estudio del polimorfismo genético IL-6 G-572C muestra la siguiente distribucion
genotipica, el 43,42% de los casos presentan homocigocidad GG vs el 35,53% de
los controles. El genotipo CC estuvo presente en el 15,79% de los casos frente a
un 23,68% de los controles. El alelo G tuvo una frecuencia de presentacion en los
casos del 63,82% y en los controles del 55,92%. El andlisis estadistico muestra
una posible asociacion entre el genotipo GG vy el riesgo de desarrollar cardiopatia
isquémica (OR= 1,39 IC al 95% 0,72- 2,67) (p= 0,4). Ademas la presencia del alelo
G implica 1,39 veces mas riesgo para un sindrome coronario agudo. Nuestra
poblaciébn se encuentra en equilibrio de Hardy Weinberg en relacibn a este

polimorfismo.

El estudio de la relacién genotipica con niveles séricos de fibrinbgeno y CRP
llevado por acabo Wong et al., muestra que los pacientes portadores del genotipo
GG y GC tienen concentraciones superiores de fibrinbgeno (3,06 vs 2,83) y
proteina C reactiva (0,33 vs 0,12) que aquellos portadores del genotipo CC. Estos
resultados corroboran la asociacion del polimorfismo IL-6 G-572C y una mayor

respuesta inflamatoria.”

En la poblacion inglesa un estudio efectuado en 168 pacientes muestra una
frecuencia de presentacion del genotipo GG del 87% vs el 1% del genotipo CC,
una distribucién equivalente a la presentada en nuestro estudio, aunque con cifras
superiores. El analisis de los niveles séricos de IL-6 en los pacientes sometidos a
una cirugia de bypass coronario muestra una asociacion del alelo C con
concentracion séricas elevadas de interleucina a las 6 horas post quirirgicas.’® En
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esta investigacion contrario a nuestro andlisis, se identifica al genotipo CC como

factor de riesgo para cardiopatia isquémica.

A través de un meta-analisis Zheng et al. muestran que no existe una relacion
estadistica entre el polimorfismo IL-6 G-572C y el riesgo de enfermedad coronaria,
al ser comparado con el alelo G, el alelo C se muestra como un factor que confiere
menor riesgo de desarrollar la patologia (OR=0,79), estos resultados concuerdan
con nuestros hallazgos donde el genotipo CC y GC presentan un OR=0,71 al
compararse con el genotipo GG.”” En el estudio de Zichuan Tong et al. no se
encontraron diferencias en la distribucién genotipica en los grupos de casos y

controles.’®

El meta-andlisis realizado por Kumar et al. con 3.317 casos demuestra que no hay
asociacion significativa entre la presencia del polimorfismo IL-6 G-572C vy el riesgo
de presentar accidentes cerebrovasculares tanto para el genotipo CC y GG (OR=
0,99 IC al 95% 0,57-1,71; p= 0,97) y (CC vs. GG + GC: OR =0,93 IC al 95% 0,60
-1,45; p=0,75). Al comparar los alelos G y C de forma individual tampoco se

encuentra una significancia estadistica (p=0,76).”°

Nuestra investigacion buscé también la asociacion de los distintos polimorfismos
con la extension de la lesion coronaria. A través del estudio angiografico, un
procedimiento a través del cual se puede ubicar de forma precisa la arteria
obstruida, se pudo determinar la coronaria causante de la lesion isquémica, la
arteria descendente anterior fue la mas frecuentemente afectada con el 65,79%
seguido de la coronaria derecha con el 55,26%. El analisis de los pacientes con
dos o mas vasos lesionados (lesibn multivaso) revela que el 60.53% de los
individuos present6 este tipo de lesién. El estudio desarrollado por Vonhout et al.>®
muestra una distribucion similar en la poblacion italiana, en su grupo de pacientes
el 30,5% presentaron enfermedad de vaso Unico mientras que el 69,5% mostré
lesion multivaso. Datos equivalentes fueron los obtenidos en un grupo de
pacientes en Polonia en donde la lesion multivaso muestra una prevalencia del

60,6% vs el 39,4% que presento una sola arteria afecta.®’
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Los resultados de nuestra investigacion indican una posible relacion del alelo C,
en el polimorfismo IL-1 B C-511T, con el riesgo de presentar lesion multivaso

(p=0,21). No se encontré una correlacion significativa con los otros polimorfismos.

Basados en la suposicion de que los niveles séricos de IL-6 son superiores
conforme el compromiso vascular sea mayor, diversas investigaciones han
buscado correlacionar los valores de IL-6 y la severidad de la patologia coronaria.
Deliargyris et al. muestran que la IL-6 es producida en la circulacion coronaria de
los pacientes con angina inestable pero no en los pacientes con angina estable®.
Un estudio en Turquia describe niveles superiores de IL-6 y CRP en pacientes que
desarrollaron un infarto agudo de miocardio en comparacion con quienes
presentaron una cardiopatia isquémica estable®®. Se considera que la IL-6

promueve el camino de la aterosclerosis.

79



6. CAPITULO VI

6.1. CONCLUSIONES.

El estudio de los polimorfismos IL-18 C-511T, IL-18 C+3953T, IL-6 G-174C,
IL-6 G-572C, se realizé mediante la metodologia PCR RFLP (Restriccion de
fragmentos de longitud polimérfica), en una muestra de 76 individuos
pertenecientes a la poblacién ecuatoriana con diagndstico de cardiopatia

isquémica y fueron comparados con 76 individuos sin esta patologia.

El andlisis del equilibrio de Hardy Weinberg para los polimorfismos IL-1p C-
511T, IL-1p C+3953T, IL-6 G-572C, revelo6 resultados que indican que la
poblacion estuvo en equilibrio o que significa que no hubo afectacién por
fuerzas externas como la consanguinidad, mutacion o seleccién natural.
Pero por otra parte los valores encontrados en el polimorfismo IL-6 G-174C
determinaron que el grupo de afectos no se encontraba en equilibrio, esta
alteracion se asocio con la presencia del polimorfismo. Es decir, en la
poblacion existe una asociacion de riesgo real entre el polimorfismo y la

enfermedad isquémica cardiaca.

En la poblacién ecuatoriana un individuo portador del genotipo homocigoto
raro GG en la posicion -174 del gen de la interleucina 6 presenta un riesgo
4 veces mayor de desarrollar cardiopatia isquémica. De igual forma el alelo

G confiere un riesgo 5,21 veces superior que el alelo C.
En el polimorfismo IL-18 C-511T el genotipo CC podria ser un factor de

riesgo para el desarrollo de IAM. El alelo C implica un riesgo 1,81 veces

superior de presentar la patologia.
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— ElI andlisis estadistico indica que ni el polimorfismo IL-1 C+3953T ni
polimorfismo IL-6 G-572C muestran una asociacion significativa con el

riesgo de presentar un IAM.

— A partir de las distribuciones genotipicas observadas en nuestra poblacion y
las presentadas en otros estudios, se observa un impacto del origen étnico
en la distribucion de las variantes entre una poblacién y otra. Es asi que
nuestros datos concuerdan con los observados en paises como México y

Brasil y se contradicen con los encontrados en Asia y Europa.

— Existe una posible asociacion entre la presencia del alelo C en el
polimorfismo IL-18 C-511T y la presentaciéon de una lesion Multivaso.
Ningun otro polimorfismo estudiado en esta investigacion mostré relacion

con una mayor cantidad de arterias coronarias afectadas.
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6.2. RECOMENDACIONES.

La asociacion de riesgo de los diversos polimorfismos con el desarrollo de
cardiopatia isquémica aun presenta discrepancias. Por lo que es necesario
ampliar la muestra de estudio para poder extrapolar los datos a la poblacién
ecuatoriana. Recomendamos continuar la investigacion para incluir mas individuos

y poder contrastar los resultados.

Seria interesante ampliar la investigacion con el analisis de otros factores
ambientales y genéticos como variables perturbadoras, por ejemplo dieta,
ejercicio, polucion, variaciones en los genes de la CRP, Apo B. Este proceso
podria establecer si el estudio de estos polimorfismos se puede utilizar como

método de cribaje para riesgo cardiovascular.

Luego del largo proceso que ha significado llevar a cabo este estudio y basados
en las dificultades, debilidades y fortalezas encontradas podemos recomendar lo

siguiente:

1. Incentivar a los estudiantes de la facultad de medicina de la PUCE para
realizar estudios de investigacion en el campo de la biologia molecular,
puesto que asi podemos desarrollar nuevas competencias en
investigacion cientifica y conocer el panorama genético de nuestra
poblacion. Ademas los diagnéstico en el mundo entero se basan cada vez
mas en técnicas moleculares, el manejo y conocimiento de estas darian al

estudiante mayor competencia para ubicarse en plazas de otros paises.

2. Mejorar la infraestructura de los laboratorios de investigacion de la

facultad.

3. Fortalecer la ensefianza de Bioestadistica y Metodologia de la

investigacion en los ultimos semestres de la carrera
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ANEXO 1: Ficha Clinica

ANEXOS

N° HCL: NOMBRE: SEXO EDA | FECHA:
D
MF ] |
DIAGNOSTICO CARDIOPATIA ANGINA ESTABLE
ISQUEMICA ANGINA INESTABLE
FC: T°C: IMC TAS TAD Cir. Abd. | Cir. Cad indice Alcohol | Tabaco
c/C
MOTIVO DE Primer Subsecuente
CONSULTA Control Dolor
precordial
MEDICACION
APP HT DM I DISLIPIDEMIA Tiempo de enfermedad
A
LABORATORIO
COLESTEROL COL. COL. TRIGLICERIDO
TOTAL HDL LDL S
Troponina | <€ 10 ug/dl CPK-MB |
Troponina T 0- 0.1 ug/dI Leucocitos | Neutrdfilos

EKG

Elevacion del ST-T

Inversion delaonda T

Otros cambios

Coronariografia
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ANEXO 2: Protocolo De Extraccién Y Transporte De Muestras.

Técnica de la puncion venosa:
Etapa 1 — Acopio de material
Etapa 2 — Identificacion y preparacion del paciente

e Preséntese ante el paciente y preguntele su nombre y apellido(s).

e Pregunte al paciente si tiene alergias, fobias o si se ha desmayado alguna
vez en alguna inyeccién o extraccién de sangre previa.

e Si el paciente esta nervioso o asustado, tranquilicelo y preguntele qué
puede hacer para ayudarlo a sentirse mas comodo.

e Haga que el paciente se sienta comodo colocandolo en decubito supino (si
fuera posible).

e Coloque un papel o una toallita limpia debajo del brazo del paciente.

e Hablele del andlisis que se hara e informarle sobre el procedimiento a que
va a ser sometido

e Se ha de colocar adecuadamente al paciente, segun éste se encuentre
sentado, o0 en decubito prono, para tener acceso facil y comodo a la fosa

antecubital.
Etapa 3 — Limpieza de manos y colocacion de guantes

e Limpiese las manos: lavese las manos con agua y jabdén y séquelas con
una toalla para uso unico; osi las manos no estan visiblemente sucias,
limpielas con un preparado a base de alcohol: vierta 3 ml del preparado
alcohdlico en la palma de la mano y frétese con él las yemas de los dedos,
el dorso de las manos y el resto de ambas manos hasta que se evapore.

e Luego de limpiarse las manos, pongase un par de guantes no estériles del

tamafo adecuado.
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Etapa 4 — Eleccién del lugar

e Extienda el brazo del paciente y examine el pliegue del codo o antebrazo.
e Localice una vena de tamafio adecuado que sea visible, derecha y clara.
e Aplique el torniquete a unos 4 6 5 dedos de distancia por encima de la zona

de venopuncion elegida y vuelva a examinar la vena. Afloje el torniquete.
Etapa 5 — Desinfeccion del lugar de acceso

e Limpie el lugar con una gasa con alcohol al 70% y déjelo secar.

e Aplique una presion firme, pero suave. Comience desde el centro del lugar
de la puncion venosa y proceda radialmente hacia afuera de forma de cubrir
una zona de 2 cm o mas durante 30 segundos. Si el tiempo de contacto es
insuficiente el riesgo de contaminacion aumentara.

e Deje secar la zona por lo menos durante 30 segundos.

e NO toque el lugar desinfectado, y sobre todo: NO ponga el dedo sobre la
vena para guiar el eje de la aguja expuesta. Si ha tocado el lugar, repita la

desinfeccion.
Etapa 6 — Extraccion de sangre

e Aplique el torniquete a unos 4 6 5 dedos de distancia por encima de la zona
de venopuncion elegida y vuelva a examinar la vena.

e Sujete la vena sosteniendo el brazo del paciente con el pulgar colocado por
DEBAJO del lugar de la puncion venosa.

e Pida al paciente que cierre el pufio para que la vena se dilate.

e Pinche la vena rapidamente con el bisel hacia arriba a un angulo de 30° o
menor y a continuacion introduzca la aguja en la vena con el angulo de
ingreso mas facil. La pared superior de la vena debe ser puncionada y el
bisel debe quedar en el interior de la vena.

e Cuando la aguja esta asegurada se conecta el primer tubo o se aspira para

que la sangre fluya; una vez que empiece a salir soltar el torniquete.
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e Retire la aguja con delicadeza y presione el lugar ligeramente con una gasa
limpia o una torunda seca de algodon hidréfilo. Pida al paciente que
sostenga la gasa o el algodon hidréfilo en el lugar, con el brazo extendido y
levantado. Digale que NO doble el brazo, pues eso puede provocar un
hematoma.

e Se mezclan los tubos con el anticoagulante.

e Se comprobaré el estado del paciente; por ejemplo, si se ha mareado y si la
hemorragia esta controlada.

¢ Se elimina el material contaminado: agujas, jeringas, algodones, etc.

e Se marcan las etiquetas y se registra la hora en que se extrajeron las

muestras.
Etapa 7 — Preparacion y transporte de muestras.

e Transportar las muestras a temperaturas entre 2 y 8°C, las muestras no
deben entrar en contacto directo con el medio refrigerante.

e Evitar que las muestras se calienten por encima de la temperatura
ambiente.

e Las muestras de sangre total no deben permanecer mas de 4 horas a
temperaturas entre 2 y 8°C.

e El medio de transporte debe ser resistente a golpes y cumplir con las
normas de bioseguridad.

Bibliografia:

1. Carpeta de material sobre seguridad de las inyecciones y los procedimientos conexos.
Organizacién Mundial de la Salud, 2011.
2. Recomendaciones de la Sociedad Brasilefia de Patologia Clinica/Medicina Laboratorial

para la extraccion de sangre venosa. 2. ed. Baruerira, 2010, SP Minha Editora, 2010.
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ANEXO 3: Protocolo Para Obtencién De Plasma

1. Extraer sangre recogiéndola en un tubo de extraccidn sanguinea para
hematologia (con EDTA-K3) identificado.

2. Inmediatamente tras la extraccion invertir suavemente el tubo para
favorecer que la sangre se mezcle bien con el anticoagulante EDTA-
K3E/K2E.

3. Transportarla al laboratorio para su procesado lo antes posible en un cooler
debidamente refrigerado y protegido.

4. Preparar 3 crioviales para el almacenaje del plasma, fraccion de leucocitos
y eritrocitos, debidamente etiquetados e identificados.

5. Centrifugar los tubos de sangre (con anticoagulante) a 1500g durante 15
minutos o 2000g por 10 minutos. Tras la centrifugacion observaremos tres
capas:

La fraccidn superior o sobrenadante tras la centrifugacion de aspecto claro
y transparente, y de un color amarillo péalido corresponde al plasma
sanguineo.

La segunda fraccion o intermedia es fina y de color gris-blanco, y
representa la fraccién de leucocitos.

La tercera fraccion o inferior es de un color rojo oscuro y corresponde a los
eritrocitos o hematies.

6. Cuidadosamente aspirar el sobrenadante y alicuotar el plasma sanguineo
(fase superior) obtenido, fraccién de leucocitos y eritrocitos, en cada uno de
los crioviales debidamente etiquetados e identificados.

7. Seguidamente almacenar los crioviales en cajas de crio almacenaje y

guardarlas en un congelador de -80°C.

Bibliografia:

1. Assay Max human Creactive Protein ELISA Kit, ASSAYPRO, Catalog No. EC1001-1
2. Obtencién, procesado y almacenaje de muestras de plasma sanguineo, Meritxell

Arqué, Centro de investigacion biomédica en red enfermedades respiratorias.2009.

101



ANEXO 4: Protocolo Para Extraccién De ADN

1. Anadir 900 uL de Cell Lysis Solution en un tubo de 1,5 mL.

2. Afnadir 500 pL de muestra al tubo que contiene el Cell Lysis Solution y
mezclar gentilmente 5-6 veces.

3. Incubar por 10 min a temperatura ambiente (moviendo gentilmente de dos a
tres veces) para lisar los glébulos rojos y centrifugar a 6.000 rpm por 20
min.

4. Remueva y deseche tanto sobrenadante como sea posible (residuo de 20
ML es aceptable). Si el pellet que queda es muy obscuro repetir el proceso
desde el paso 1 a 4 y continuar.

5. Vortex el tubo hasta que se re suspendan los glébulos blancos (15
segundos).

6. Afadir la Nuclei Lysis Solution 300 uL al tubo. Pipetear la solucién 5-6
veces para lisar los glébulos blancos hasta que no hayan grumos.

7. Afadir la Protein Precipitation Solution 100 pL para lisar los nucleos vy
vortex por 10 segundos. Se formaran coagulos de proteina.

8. Centrifugar a 7.200 gravedades por 10min. Un pellet café se formara.

9. Transferir el sobrenadante a un tubo limpio de 1,5 mL que contenga 300 uL
de isopropanol.

10. Mezclar la solucion gentilmente hasta que se formen los hilos de DNA.

11. Centrifugar a 7.200 gravedades por 5 minutos. Desechar el sobrenadante y
afiadir 300 pL de etanol grado molecular.

12. Centrifugar a 7.200 gravedades por 5 minutos.

13. Aspirar cuidadosamente el etanol y dejar secar por 10-15 minutos.

14. Anadir el DNA Rehydration Solution 100 uL e incubar la solucién a 4°C.

15. Almacenar el DNA a 2°C -8°C.

Bibliografia:

1. Wizard genomic DNA Purification kit. Promega Corporation. 2010
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ANEXO 5: Consentimiento informado

Documento de Consentimiento Informado para pacientes hombres y mujeres que
acudan al servicio de hemodinamica del Hospital Carlos Andrade Marin, y que se

les invita a participar en la investigacién sobre cardiopatia isquémica.
Nombre del Investigador Principal: Mtr. ROSA INES COLINA CIFUENTES

Nombre de la Organizacion: PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DEL
ECUADOR

Nombre del Patrocinador: PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DEL
ECUADOR

Nombre de la Propuesta: Relacion entre la cardiopatia isquémica y Proteina C
Reactiva mas el analisis de los haplotipos IL-1 e IL-6 relacionados a la

inflamacion.

Este Documento de Consentimiento Informado tiene dos partes:
* Informacion (proporciona informacion sobre el estudio)
* Formulario de Consentimiento (para firmar si esta de acuerdo en participar)

Se le dara una copia del Documento completo de Consentimiento Informado

PARTE I: Informacioén
Introduccién

Somos un grupo de investigadores de la Pontificia Universidad Catolica del
Ecuador (Quito) y estamos investigando sobre la cardiopatia isquémica,
enfermedad comun en el pais. Le voy a dar informacion e invitarle a participar de
esta investigacion. No tiene que decidir hoy si participar o no en esta investigacion.
Antes de decidirse, puede hablar con alguien que le expligue sobre la

investigacion. Puede que haya algunas palabras que no entienda, por favor,
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preginteme que gustoso le explicare con detalle. Si tiene preguntas mas tarde,

puede preguntarme a mi, al doctor que investiga o a los miembros del equipo.
Propdésito

La cardiopatia isquémica es una de las enfermedades comunes y peligrosas a
nivel mundial. Existen ciertas sustancias en el organismo que se activan cuando la
enfermedad empieza a manifestarse. Nosotros deseamos medir el nivel de éstas
substancias en la sangre, para saber si podemos detectar los riesgos de la

enfermedad tempranamente, esta es la razén por la que hacemos este estudio.
Tipo de Intervencion de Investigacién

Esta investigacion incluira una extraccion de sangre 5 cc mediante un pinchazo en

la vena del brazo.
Seleccién de participantes

Estamos invitando a todos los adultos hombres y mujeres entre 40 a 60 con
diagnéstico de cardiopatia isquémica y sin diagndstico para participar en ésta

investigacion.
Participacion Voluntaria

Su participacién en esta investigacion es totalmente voluntaria. Usted puede elegir
participar o no hacerlo. Tanto si elige participar o no, continuaran todos los

servicios que reciba en este hospital y nada cambiara.

PROCEDIMIENTO

Extraeremos sangre de su brazo usando un vacutainer . Una vez sacaremos esta
cantidad de sangre (muestre el tubito con EDTA dénde se recolecta). Al final de la

investigacion, en un afio su muestra de sangre sera eliminada.
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Descripcion del Proceso

Durante la investigacion. Por una sola vez se le extraera una pequefia cantidad de
sangre con un vacutainer en un tubo con un quimico que hace que no se coagule
la sangre. Se probara en esta sangre la presencia de sustancias que ayudan a su
cuerpo a luchar contra inflamacién de las arterias del corazén y la presencia de
genes que participan en ésta enfermedad. También le preguntaremos sobre su

salud general y tratamiento.
Duracion

La investigacion durard 10 meses en total. Usted participara por una sola vez con

la toma de la muestra sanguinea.
Riesgos

Minimos como presencia de hematoma.
Molestias

Al participar en esta investigacion es posible que experimente molestias al

momento de la toma de la muestra sanguinea por pincharle la vena.
Beneficios

Si usted participa en esta investigacion, es probable que le podamos indicar la
posibilidad o no de prevenir un infarto cardiaco y con los datos obtenidos es

probable que generaciones futuras se beneficien.

Confidencialidad

Con esta investigacion, se realiza algo fuera de lo ordinario en su comunidad. Es
posible que si otros miembros de la comunidad saben que usted participa, puede

que le hagan preguntas. Nosotros no compartiremos la identidad de aquellos que
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participen en la investigacion. La informacién que recojamos por este proyecto de
investigacion se mantendra confidencial. La informacion acerca de usted que se
recogera durante la investigacion sera puesta fuera de alcance y nadie, sino los
investigadores tendran acceso a verla. Cualquier informacion acerca de usted
tendra un nimero en vez de su nombre. Solo los investigadores sabran cudl es su
namero y se mantendra la informacion encerrada en cabina con llave. No sera

compartida ni entregada a nadie.
Compartiendo los Resultados

El conocimiento que obtengamos por realizar esta investigacion se compartira con
usted. No se compartira informacion confidencial. Se publicaran los resultados

para que otras personas interesadas puedan aprender de nuestra investigacion.
Derecho a negarse o retirarse

Usted no tiene por qué participar en esta investigacion si no desea hacerlo y el
negarse a participar no le afectara en ninguna forma a que sea tratado en este
Hospital. Usted seguird teniendo todos los beneficios que da el hospital. Puede
dejar de participar en la investigacion en cualquier momento que desee sin perder
sus derechos como paciente aqui. Su tratamiento en este Hospital no sera
afectado en ninguna forma. Es su eleccion y todos sus derechos seran

respetados.

Esta propuesta ha sido revisada y aprobada por el Comité de evaluacion ética de
la Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador, que es un comité cuya tarea es

asegurarse de que se protege de dafios a los participantes en la investigacion.

Si usted desea averiguar mas sobre este proyecto, contactese con Mitr. Rosa
Colina, Directora del Proyecto al teléfono 299170 Ext. 2742 o Dr. Rommel
Montufar Director de Investigacion y Secretario del Comité de Bioética de la
Pontificia Universidad Catodlica del Ecuador, Telf. 2991700 Ext.1385
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PARTE Il: Formulario de Consentimiento

He sido invitado a participar en la investigacion sobre la cardiopatia isquémica
entiendo que me tomaran una muestra de sangre. He sido informado
adecuadamente de que los riesgos son minimos y pueden incluir solo hematoma.
Se me ha proporcionado el nombre de un investigador que puede ser facilmente

contactado usando el nombre y la direccidon que se me ha dado de esa persona.

He leido la informacién proporcionada o me ha sido leida. He tenido la oportunidad
de preguntar sobre ella y se me ha contestado satisfactoriamente las preguntas
que he realizado. Consiento voluntariamente participar en esta investigacion como
participante y entiendo que tengo el derecho de retirarme de la investigacion en

cualquier momento sin que me afecte en ninguna manera mi cuidado médico.

Nombre del Participante

Firma del Participante

Fecha hora:

Dia/mes/afio
Si es analfabeto:

He sido testigo de la lectura exacta del documento de consentimiento para el
potencial participante y el individuo ha tenido la oportunidad de hacer preguntas.

Confirmo que el individuo ha dado consentimiento libremente.

Nombre del testigo Y Huella dactilar del participante

Firma del testigo

Fecha hora:

Dia/mes/aino
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He leido con exactitud o he sido testigo de la lectura exacta del documento de con
sentimiento informado para el potencial participante y el individuo ha tenido la
oportunidad de hacer preguntas. Confirmo que el individuo ha dado

consentimiento libremente.

Nombre del Investigador

Firma del Investigador

Ha sido proporcionada al participante una copia de este documento de
Consentimiento Informado (iniciales del investigador/asistente)
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