Universidad Nacional Autbnoma de México.

Divisién de Estudios de Posgrado.

Facultad de Medicina.

Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez.

"Estudio de los polimorfismos genéticos del trans-activador del complejo mayor de
histocompatibilidad clase II(TACMHC?2) asociados al desarrollo de reestenosis
intrastent.”

Tesis de Posgrado para Obtener el Titulo de Especialista en Cardiologia.

Presenta.

Dr. Omar Gmez Monterrosas

Director de Ensefianza
Dr. José Fernando Guadalajara Boo.
Asesores.
Dr. Marco Antonio Martinez Rios
Dr. Gilberto Vargas Alarcon
Dra. Hilda Elosia Delgadillo Rodriguez
Dr. José Manuel Fragoso

México Distrito Federal, julio 2010.



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



indice.

Introduccién

Marco Tedrico
Justificacion
Pregunta de Investigacion
Hipodtesis
Objetivos

Material y Métodos
Andlisis estadistico
Resultados
Discusién
Conclusiones

Bibliografia

Paginas

3

4

10
10
13
13
21
22

23



ESTUDIO DE LOS POLIMORFISMOS GENETICOS DEL TRANS-ACTIVADOR DEL
COMPLEJO MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD CLASE Il (TACMHC2) ASOCIADOS
AL DESARROLLO DE RE-ESTENOSIS INTRASTENT.

Introduccién

Desde el siglo XX la enfermedad aterosclerosa cardiovascular (EAC) se ha considerado
como la mayor causa de morbilidad y mortalidad en el mundo, segun datos estadisticos
de la Organizacion Mundial de la Salud y de la Secretaria de Salud de la Republica
Mexicana 2 En los Estados Unidos causa 1 de cada 3 muertes en los 13 millones de
estadounidenses que padecen EAC ©

Anteriormente se pensaba que éste padecimiento era debido a un proceso relacionado
con el envejecimiento de las arterias por lo que era privativo de los individuos de edad
avanzada. Actualmente se sabe que desde etapas tempranas de la vida es posible
encontrar, depdsitos de lipidos en el interior de las arterias, caracterizados como -estrias

grasas” y como precursores del proceso ateroscleroso.*?.

En espectro de
manifestaciones clinicas de la EAC como son la angina estable y los sindromes
coronarios agudos, la angioplastia coronaria transiluminal percutdanea con balén (ACTP),
realizada por primera vez en 1977 por Andreas Gruentzing revolucioné su tratamiento 9.
Desde entonces la cardiologia intervencionista has sido testigo de los avances técnicos
para eliminar algunas de las limitaciones de la angioplastia con Balén ©°" Durante los
anos noventa las estrategias para el tratamiento de esta enfermedad se enfocaban
basicamente en la cirugia de revascularizacién coronaria y el intervencionismo coronario
percutaneo (ICP). A finales de de esta década surgen como tratamiento los stent
intracoronarios, que vinieron a revolucionar los métodos convencionales convirtiéndose en
la mejor herramienta para el tratamiento de este padecimiento "

Los stents intracoronarios reducen la tasa de reestenosis clinica y angiografica, asi como
el infarto al miocardio periprocedimiento comparado con la angiografia coronaria
transluminal percutanea Unicamente. Como resultado los stents han sido ampliamente
utilizados, sin embargo una de las complicaciones que se ha estudiado ampliamente en
los ultimos afos es la reestenosis intrastent (REIS), la cual se presenta en el 30% al 60%

7-8)

de los pacientes en los primeros seis meses posterior a la ICP"®. Se define como

reestenosis el estrechamiento del vaso mayor al 50% de diametro luminal obtenido con el
ICP®. El mecanismo de reestenosis esta relacionado a la respuesta arterial ante el dafio
que comprende el retroceso elastico vascular, proliferacion de la neointima vy

(6,10,11

remodelacién negativa ). Existen factores especificos como la respuesta inflamatoria


http://www.drscope.com/pac/cardio-2/4/referenc.htm#a1

local posterior a ICP, en el cual estan involucradas varios compuestos como factores de
adhesion e interleucinas, que se han relacionado en estudios genéticos a la expresion de

diversos polimorfismos'? .

Marco Tedrico.

La EAC se caracteriza por una interrupcion del flujo arterial coronario, generalmente
relacionada con fendmenos trombéticos agudos asociados con lesiones coronarias por
placas de ateroesclerosis. De acuerdo al tiempo de duracién de la obstruccion trombatica
y a la perdida de irrigacion miocardica se desencadenara una serie de alteraciones,
inicialmente a nivel de los miocitos, y promoveran un franco deterioro con desastrosas
consecuencias a nivel de la anatomia regional y parietal cardiaca con desarreglos
hemodinamicos e interacciones compensadoras a nivel neurohormonal®™ .

Aungue ya han transcurrido mas de 30 afios desde que se propusiera por primera vez el
concepto de implantacién de un stent" | continua siendo objeto de estudio la respuesta
vascular al intervencionismo y sus complicaciones como la REIS.

Existen dos estudios publicados en 1994, STRESS y Benestentm los cuales evaluaron la
primera generacion de stents Palmaz-Schatz®'® .

La tasa de reestenosis angiografica a los seis meses después de la colocacion exitosa de
los mismos fue significativamente menor que ACTP unicamente (32 vs 42 % y 22 vs 32 %
respectivamente). Sin embargo el tipo de lesiones que fueron estudiadas fueron focales,
estenosis simples en vasos de mas de 3 mm, como se observd posteriormente existen
mayores tasas de reestenosis en otros tipos de lesiones como en vasos de mayor
diametro o pequefios vasos, o con la colocacion de stents en lesiones multiples. Un
analisis subsecuente de 6186 pacientes de seis ensayos clinicos evaluaron la segunda
generacion de stents. La frecuencia de la reestenosis clincia fue establecida como la
lesion blanco o el vaso blanco revascularizado mas alla de los 30 dias, muerte, infarto del
miocardio en el territorio del vaso blanco''® . Este estudio incluyé la postdilatacién a alta
presion, la terapia antiplaquetaria con aspirina y por cuatro semanas ticlopidina. Se llevo a
cabo la revascularizaciéon de la lesién blanco en el 12 % y la revascularizacion del vaso
blanco en el 14%; estos valores fueron superiores en mas de dos tercios de los primeros
a los 6 meses (6,9 y 8 %), demostrando un mayor retraso en la presentacion.

La reestenosis angiografica no fue equivalente a la clinica. La reestenosis clinicamente

relevante se presenta en solo la mitad de los pacientes con reestenosis angiografica



(definida como mas del 50% del didmetro del stent), esto es porque la mayoria de las
reestenosis angiograficas de entre el 50 y 70%, es improbable causen sintomas.

La incidendia de revascularizacion de la lesion blanco fue mucho mas alta con mas del
70% de diametro de estenosis (73 vs 26% para menos del 60 % de diametro de
estenosis). Los predictores para estenosis clinica y angiografica fueron los mismos,
diametro luminal menor postratamiento, largo del stent y diabetes mellitus.

Clinicamente la reestenosis significativa con los stents de segunda generacion es un
evento relativamente temprano, que a menudo se vuelve evidente en los 6 a 12 meses
después del procedimiento"” . Lo mas comun es que la isquemia recurrente después de
un afno se deba a la progresion de la enfermedad en algun otro territorio en lugar de la
reestenosis. La magnitud de esta diferencia fue ilustrada en una revision de 1228
pacientes que fueron seguidos durante 5 afios!"® . Después de un afio el riesgo relativo
fue de 1.7% para eventos de lesiones blanco comparado con el 6,3% para eventos de
otras lesiones.

Diversos estudios han demostrado que los stents liberadores de sirulimus y el paclitaxel
reducen significativamente la incidencia de reestenosis intrastent y la tasa de
revascularizacién de lesion blanco en un 75%. Un metanalisis del 2006 incluyé 19
estudios con 7060 pacientes comparando stents liberadores de farmaco y stents
metalicos siendo los tres mas grandes los de SIRIUS, TAXUS IV, and TAXUS V ® Se
observéd que no hubo diferencia en todas las causas de mortalidad (odds ratio [OR] 1.02,
95% Cl 0.64-1.64). Se documentd una reduccion significativa de la reestenosis
angiografica (10.5 %vs 31.7 %, odds ratio 0.25, 95% IC 0.22-0.29). Una reduccién
significativa en la revascularizacion de la lesién blanco (6.2% vs 16.6%, OR 0.36, 95% IC
0.31-0.41) y una reduccién significativa en los eventos cardiacos mayores (10.1% vs
19.9%), la cual es enteramente debida a la reduccién en la revascularizacion de la lesion
blanco. Por lo anterior en la mayoria de los hospitales, los stents liberadores de farmaco
han sido utilizados en lugar de stents metalicos

La reestenosis se produce por la reduccién en el diametro luminal posterior a la
implantacién del stent, como resultado del dafo arterial con la subsecuente proliferacion
de la intima. Generalmente la proliferacion de la intima se distribuye uniformemente a los

1(2022)

largo del sten , pero también puede ser relativamente focal. Esta proliferacion se

presenta asociada a la acumulacion de macrofagos y neovascularizacion extensa,

|(23

sugiriendo su participacién en la organizacion del trombo mural® .Sin embargo contintia

habiendo controversia sobre si se produce o no un remodelado alrededor del stent tras la



implantacién de stent metalico no recubierto (SMNR). En tres estudios retrospectivos, con

un total de 121 pacientes®? | diversos grupos independientes sefialaron que no se

27) 28)

producia un remodelado. En cambio, otros tres grupos (Tanabe et al®”’ | Hoffmannet al'
y Nakamura et al® ) describieron la presencia de este tipo de remodelado. Incluso en
estos 3 estudios existen discrepancias respecto a si hay relacion entre el remodelado
alrededor del stent y la proliferacion neointimal intrastent. En un analisis de 152 pacientes
tratados con SMNR, Tanabe et al llegaron a la conclusién de que se produce un
remodelado alrededor del stent sin que haya una correlacion significativa con la neointima
en su interior® . En cambio, Nakamura et al describieron una correlacién inversa® |
mientras que Hoffmann et al observaron una correlacién directa®® .

Consistente con esta hipotesis son los hallazgos patolégicos en 55 stents en 35 arterias
coronarias de pacientes fallecidos, a quienes se les habia realizado cirugiaa de
revascularizacién cardiaca o que se les habia transplantado; el tiempo medio después de

la implantacién del stent fue de 39 dias®

Se documentaron las siguientes
anormalidades

. Fibrina, plaquetas y neutrdfilos, indicando la formacion de trombo e inflamacién
aguda han sido demostrados en el soporte de la estructura metalica del stent evaluados a
los <11 dias después de la colocacion. La inflamaciéon fue mas pronunciada en el soporte
de aquellos que fueron embebidos en un nucleo de lipidos y en aquellos que estaban en
contacto con la capa media dafada.

. Los stents evaluados posteriormente mostraron crecimiento de la neointima, la
cual se incrementaba tanto como el radio del stent en referencia al incremento del
lumen. El incremento de la neointima fue mayor para el soporte de stent asociado
con el dano de la media que por aquellos en contacto con la placa. Con el tiempo
la acumulacién extracelular puede jugar un gran papel mas que la proliferacion
celular en el engrosamiento de la neointima®" .

Aunque hay un incremento de la neointima con la subsecuente reduccion en el diametro
luminal minimo durante los primeros seis meses después de la colocacién de un stent,
puede no haber mayor reduccion del diametro luminal o incluso regresion al afio y un

incremento posterior tiempo después®*®*

La angiografia seriada y la angioscopia
encontraron la siguiente secuencia de cambios. Habia un engrosamiento inicial de la
neointima, la cual se convertia en no transparente a los seis meses, después la neointima
se adegazaba y se tornaba transparente, en la mayoria de los stents fue visible, esto

correlacionado con un incremento del diametro luminal®® .



Diversos tratamientos intravasculares, como la aterectomia direccional (ADC) y la
braquiterapia, se habian asociado a complicaciones bien definidas, como consecuencia

0% Por dicho motivo, la respuesta vascular

de su efecto directo en el vaso sanguine
tras la implantacién de (stent liberador de farmaco) SLF ha sido evaluada detalladamente
mediante exadmenes seriados de ultrasonido intravascular (IVUS por sus siglas en inglés),
que han puesto claramente de manifiesto que diferentes SLF originan distintas respuestas
vasculares, parece haber multiples factores que intervienen en el desarrollo del
remodelado vascular tras el ICP.

Factores relacionados con el dispositivo, como son el farmaco, el material del stent y el
disefio, y la interaccion con el tratamiento adyuvante, como la aterectomia coronaria

direccional o la braquiterapia intracoronaria®-®.

Dado que los SLF son una opcion
importante en la estrategia de tratamiento para los pacientes con enfermedades
coronarias, es probable que la eleccion del farmaco y la cinética de liberacion sean los
componentes mas importantes y determinantes del tipo y la evolucién de la respuesta
vascular. Aunque los resultados de los stents Taxus de LM pusieron de manifiesto una
respuesta inflamatoria moderada sin signos de aumento de la cantidad de depdsito de
fibrina y con una endotelizacién casi completa, el aumento de la dosis de paclitaxel produjo
un aumento significativo del area luminal, que se debia, en parte, a la necrosis de la pared
medial con pérdida de células de musculo liso. Aunque todavia hay controversia respecto
a si el grado de hiperplasia de la neointima puede afectar al remodelado vascular tras la
implantacién del stent, una menor lesion arterial puede provocar un menor remodelado.

El segundo grupo es el de los factores relacionados con la intervencién. Los estudios de
IVUS han mostrado de manera uniforme la posible relacion entre el corte profundo en la
pared vascular y la ulterior dilataciéon del vaso tras la angioplastia con balén, el balén de
corte y la ADC®"%) |

El tercer grupo es el de factores especificos del paciente o de la lesidn, como los factores
de riesgo coronario, el remodelado vascular preexistente, la presencia de angina, las
caracteristicas de la placa, la actividad inflamatoria local y las tensiones tangenciales. Por
ejemplo, tal como revisan Garcia-Garcia et al®® | la morfologia de la placa subyacente
puede afectar a la rapidez de la cicatrizacion cuando los puntales del stent penetran
profundamente en el nucleo necrético y no estan en contacto con areas celulares. Dado
que sirolimus y paclitaxel son sustancias altamente lipdfilas, teéricamente, la retencion
histica prolongada de estos farmacos en placas ricas en lipidos podria causar un mayor

retraso en la cicatrizacion, que comporte una menor endotelizacion. Sin embargo, no hay



datos claros que demuestren la relacién entre la presencia de un nucleo necrético y el
remodelado vascular tras la implantacion de SLF.

Basicamente, los resultados del analisis de IVUS (ulstrasonida intravascular por sus siglas
en inglés) son homogéneos; sin embargo, las placas coronarias humanas son de
histologia muy compleja. Por ejemplo, cada placa se clasifica segun uno de estos
componentes con las siguientes definiciones:

a) placa fibrosa, formada por coldgeno densamente agrupado

b) placa fibroadiposa, formada por colageno y lipidos entremezclados

c) placa necrotica calcificada que incluye hendiduras de colesterol, células espumosas y
microcalcificaciones.

d) placa calcificada sin necrosis adyacente? .

Esto significa que la IVUS no detecta compuestos quimicos especificos como lipidos o
colageno, sino la mezcla de compuestos que constituye uno de los cuatro tipos de tejido
Como ya se menciond la reestenosis se caracteriza por una inflamaciéon aguda y la
formacion temprana de trombos, seguida de una hiperplasia neo-intima (sintesis de matriz
extracelular y proliferacion de musculo liso), incrementando la evidencia del papel
inflamatorio en la EAC®?*4"42),

No se tiene bien demostrado como actua el transactivador del complejo mayor de
histocompatibilidad tipo Il (TACMHC2) en la re-estenosis, sin embargo, se sabe que este
gen suprime o activa la trascripcién de varios genes como la colagena, métaloproteinasa-
9 de matriz, IL-4, IL-10, la catepsina E y el Fas ligando, que estan intimamente

(43)

relacionados con la remodelacién vascular y la sintesis de matriz extracelular”™ . Ya que

este gen actia como un andamio que sirve como ensamble de algunos factores de
trascripcién que regulan la expresién de estos genes™%) .

Por otro lado, este gen también participa en la diferenciacion de la respuesta de células T
ayudadoras (Th1 y Th2), estudios in vitro han demostrado que en ratones transgenicos
deficientes de TACMHC2 intensifican el nivel de interleucina 4 (IL-4) y otro tipo de
citocinas de respuesta Th2?).

Asi mismo, se tiene evidencia que el gen del TACMHC2 regula la expresion de moléculas
que tienen un papel importante en la inmunidad adaptativa y la presentacion de antigenos
a células T CD4", promotoras de la proliferacién, maduraciéon y funciéon inmunitaria de
otros tipos celulares como las citocinas que pueden regular las actividades de las células
B, macréfagos y células del sistema inmunitario que pudieran participar en el desarrollo de

reestenosis®%?,



Justificacién.

La re-estenosis es una de las principales complicaciones de ICP, siendo uno de los
problemas mas importantes incluso en la era de los SLF. Datos en poblaciones
caucasicas registraron que entre el 15 y el 25% de los pacientes que reciben un stent
intracoronario desarrollan reestenosis®®. Este padecimiento es de origen multifactorial y
dada la fisiopatologia de este padecimiento, se sugiere la participacion de polimorfismos
de genes, como el que codifica el trans-activador del complejo mayor de
histocompatibilidad tipo 2 (TACMHCII), el cual puede ser candidato importante de estudio.
Resultados previos en enfermedades multifactoriales como la aterosclerosis y la artritis
reumatoide han detectado asociaciones de los polimorfismos del gen TACMHC2 en el
desarrollo de una inflamacion aguda. Si la reestenosis se caracteriza por una inflamacién
aguda y la formacion temprana de trombos, seguida de una hiperplasia neointima
(sintesis de matriz extracelular y proliferacion de musculo liso), estos polimorfismos
pueden estar involucrados en el desarrollo de una inflamacién aguda como la de
reestenosis. No existen datos aplicables a nuestra poblacién, por lo que es importante
realizar el presente estudio con el fin de detectar marcadores genéticos de susceptibilidad
para el desarrollo de reestenosis en nuestra poblacion. Estos estudios permitiran en un
futuro cercano definir mejores tratamientos preventivos, considerando las caracteristicas

genéticas individuales.

Pregunta de Investigacion.
Estan los polimorfismos del gen TACMHC2 asociados con el desarrollo de reestenosis en

pacientes tras el implante de stent coronario?.

Hipotesis.

El gen del TACMHC2 participa en la regulacién del proceso inflamatorio que conlleva al
desarrollo de una inflamacién aguda y por tanto al desarrollo de reestenosis, los sitios
polimérficos que regulan su produccion pueden funcionar como marcadores de

susceptibilidad o resistencia para este padecimiento.

Hipotesis nula
No existe asociacién entre la expresion de polimorfismos del gen TACMHC2 con el

desarrollo de reestenosis intrastent.



Hipotesis alterna
Existe asociacion entre la expresion de polimorfismos del gen TACMHC2 con el desarrollo

de reestenosis intrastent.

Objetivos.
Objetivo Primario

Establecer la participacion de los polimorfismos del gen TACMHC2 en el desarrollo de

reestenosis intrastent en un grupo de pacientes pertenecientes a la poblacion mexicana.

Objetivo secundario.
Establecer si existen diferencias en la expresion de polimorfismo del gen TACMHC2 de

acuerdo al tipo de stent implantado.

Material y Métodos.
El estudio fue realizado en los departamentos de Hemodinamica y Biologia Molecular del

Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez durante enero 2009 a junio 2010.

Disefio de estudio: prospectivo, descriptivo y longitudinal.

Poblacién de estudio.

Pacientes pertenecientes a la poblacion Mexicana, que se definen como aquellos con
historia de tres generaciones previas nacidas en territorio mexicano® , con enfermedad
arterial coronaria sintomatica, quienes fueron sometidos a angioplastia coronaria
transpercutanea con implantacién de uno o mas stents y que tuvieron al menos un estudio

angiografico de seguimiento.

Criterios de inclusion:

Pacientes mayores de edad mexicanos.

Antecedente de implantacion de uno o mas stents en un vaso nativo coronario en el
Instituto Nacional de Cardiologia.

Coronariografia de control al menos 6 meses después de la intervencion.

Expediente clinico completo y de los estudios angiograficos..

10



Firma de consentimiento informado por parte de paciente.

Criterios de exclusién:
Pacientes extranjeros
Muestreo incompleto.

Incapacidad de comparacién de las coronariografias.

Criterios de eliminacion.
Pacientes en los cuales no haya sido posible obtener los datos en forma confiable.
Muestra sanguinea para estudio de polimorfismo insuficiente o inadecuada.

Calidad o cantidad de DNA extraido inadecuada.

Maniobra

Se revalidaron los estudios angiograficos del intervencionismo y control para determinar
presencia de reestenosis, por un médico adjunto al servicio de hemodinamica de este
instituto, que no participd en los cateterismos del enfermo.

Se determind como estenosis mayor al 50 % dentro 0 2 mm adyacentes a los bordes
externos de un stent. Pérdida mayor al 50 % del lumen obtenido durante la intervencion.

Asimismo se clasifico el tipo de lesiones y si existia progresion de las mismas. (ver anexo

1)

Extraccion de ADN

A partir de esta muestra se extraera el DNA gendmico por medio de técnicas
convencionales®® descritas a continuacion:

1.- Se recolectdé muestra de sangre en tubo Vacutainer (tapa violeta), conteniendo 100 ul
de EDTA al 15%

2.- Se transfirid 5 ml de sangre a un tubo de 15 ml para centrifugar y agregar 5 ml de sal
-buffer” que contiene 10 mM Tris.HCI,10 mm KCI, 10 mM MgCI2 y 2 mM EDTA (TKMI).

3.- Se agrego 125 uL de Nonidet P-40 (NP-40, Sigma) a las células.

4.- Se centrifugé a 2200 RPM por 10 minutos a temperatura ambiente (RT) en una
camara Beckman (modelo TJ-6).

5.- Se extrajo el sobrenadante excepto el aditamento principal. Lavar el aditamento en 5

ml de buffer TKMI y centrifugar como el anterior.
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6.- Se suspendio el aditamento en 0.8 ml de sal buffer” que contenga 10 mM Tris HCI pH
de 7.6, 10 mM KCI, 10 mM MgCl2, 0.4 M NaCly 2 mM EDTA (TKM2).

7.- Se agrego 50 ul de SDS al 10% a través de una pipeta e incubandose por 10 mins a
55°C.

8.- Se agregd 0.30 ml de 6 M NaCl en el tubo.

9.- Centrifugando a 12000 RPM por 5 minutos, en microcentrifugadora.

10.- Se conservo el sobrenadante que contiene DNA y se descarto la proteina precipitada.
11.- Se agergo 2 volumenes de etanol al 100% a temperatura ambiente hasta precipitar el
DNA.

12.- Retirando el precipitado de de DNA en un tubo de microcentrifugacion que contenga
1 ml de etanol al 70% a muy baja temperatura (frio).

13.- Microcentrifugando por 5 minutos a 12000 RPM a 4°C.

14.- Se extrajo el precipitado en una Speed-vac y suspender el DNA en 0.5 ml de 10 mM
Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0 a 65°C por 15 minutos.

15.- Se debe medir la concentracion de DNA tomando A260 y A280 asi como checar la

calidad del DNA a través de electroforesis en gel de agarosa.

Sitios polimdrficos analizados.

De acuerdo a los reportes previamente publicados de asociacion entre polimorfismos del
gen MHC2TA y aterosclerosis en otras poblaciones, determinamos estudiar los siguientes
3 polimorfismos:

MHC2TA: Polimorfismos MHC2TA -168 A>G (rs3087456), ubicado en la region promotora
del correspondiente gen.

En la regién codificante: MHC2TA 1614 C>G (rs4774) y MHC2TA 2536 G>A (rs2229320).

Determinacion de los polimorfismos.

De acuerdo a la experiencia del departamento de Biologia molecular se utilizé PCR en
tiempo real, ya que es el estandar de oro para genotipificacion y la discriminacion alélica.
Utilizando parejas de iniciadores y sondas TagMan previamente reportados®. Para tal
efecto, la identificacion de los polimorfismos de un solo nucleétido en el DNA gendmico se
realiz6 usando ensayos TagMan 5’exonucleasa y se analizara en un 7900HT Fast Real-
Time PCR System (Applied Biosystem, foster City, CA, USA).

Analisis estadistico
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Las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos del gen TACMHC?2 analizados
se obtuvieron por conteo directo. En cada grupo de estudio se evalu6 el equilibrio de
Hardy-Weinberg por medio de la prueba de chi-cuadrada (X?). Las diferencias entre
grupos se determinaron usando la prueba de X? de Mantel-Haenzel, la cual combina
tablas de contingencia de 2x2 usando el programa estadistico EPIINFO (V. 5.0; USD
Incorporated 1990, Stone Mountain, GA, USA). Cuando el numero comparado en alguna
celda sea menor a 5, se utilizé la prueba Exacta de Fisher. El valor de p fue corregido
(pC) multiplicando su valor por el numero de comparaciones realizadas en cada locus,
con nivel de significancia establecido como pC<0.05. El riesgo relativo con intervalo de
confianza del 95% (IC) fue evaluado como razén de momios (RM) utilizando el método de
Woolf®®). Las variables potencialmente confusoras (factores de riesgo clasicos para re-
estenosis) fueron evaluadas utilizando la prueba de chi-cuadrada para obtener un
estimador ajustado por los estratos considerados en el analisis. El ajuste de riesgo
considerando las variables confusoras se realizé con regresion logistica no condicionada.
El analisis de haplotipos y desequilibrio de ligamiento se realizé utilizando el programa
Haploview 4.1 (Broad Institute of Massachussets Institute of Technology and Harvard
University, Cambridge, MA, USA).

Resultados.

Del mes de enero del 2009 a junio del 2010 se estudiaron 202 pacientes, de los cuales 79
(39.1%) fueron mujeres y 123 (60.89%) fueron hombres con una edad promedio de
60.07£10.6 y 59.08+10.7 respectivamente. Los antecedentes de los pacientes se

muestran comparativamente en la tabla 1.

Caracteristicas de la muestra.

De acuerdo a las caracteristicas de los pacientes incluidos en este estudio que se
presentan en la tabal 1. No existe diferencias significativas entre los pacientes con y sin
reestenosis intrastent respecto a la edad, hipertension arterial, diabetes mellitus tipo 2,
tabaquismo, dislipidemia o tratamiento con estatinas, sin embargo se puede observar que
existe mayor reestenosis en hombres respecto a mujeres 84.8% y 157 %
respectivamente, siendo superior en pacientes mayores de 60 afios de edad y en aquellos

sin tratamiento con estatinas (tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes y presencia de REIS.
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Con REIS (n=|Sin REIS (n=| Valordep
79) 123)
Edad (afios) 60.7+10.6 59+10.7 0.52
Media mas derivacion
estandar
Hombre n(%) 67 (84.8) 91 (74) 0.81
Mujer n(%) 12 (15.7) 32 (126) 0.81
Hipertensién arterial sistémica | 44 (55.7) 66 (53.7) 0.885
n(%)
Diabetes mellitus 2 n(%) 32 (40.5) 40 (32.5) 0.29
Tabaquismo n(%) 46 (58.2) 80 (65) 0.37
Dislipidemia n(%) 42 (53.2) 73 (59.3) 0.46
Tratamiento con estatinas | 68 (86.1) 109 (88.6) 0.66
n(%)
Infarto agudo del miocardio | 30 (38) 44 (35.8) 0.76
n(%)
Sindrome Coronario Agudo | 61 (77.2) 84 (68.3) 0.20
n(%)

REIS reestenosis intrastent

Se identificaron 327 lesiones en 202 pacientes, como era de esperarse de acuerdo a la

revision de la literatura existe mayor reestenosis en aquellas lesiones tratadas con stent

metalico no recubierto (SMNR) que en aquellos con stent liberador de farmaco (SLF) (1829

(p<0.01). La longitud media en las lesiones con REIS fue de 21.02+6.5 sin ser significativo

(p=0.768). No fue significativo oclusion total, bifurcacién, lesion ostial, trombo o calcio. El

vaso con mas reestenosis en proporcion al niumero de lesiones del mismo fue la

descendente anterior, coronaria derecha y circunfleja respectivamente. Las lesiones mas

complejas presentaron como se esperaba mayor proporcion de REIS sin ser significativo.

(ver tabla 2).

Tabla 2 caracteristicas angiogréaficas (N=327 lesiones)

Con REIS (n=95) Sin REIS (n=232) P
SMNR n(%) 70 (73.7%) 98 (42.2%) <0.01
SLF n(%) 25 (26.3%) 134 (57.8%)
Diametro (mm) | 2.92+0.49 3.04+0.49 0.92
mediat desviacion
estandar
Longitud (mm) 21.02+6.5 20.33+6.58 0.768
mediat desviacion
estandar
Oclusioén total n(%) 16 (16.8%) 48 (20.7%) 0.539
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Lesion ostial n(%) 11 (11.7%) 29 (12.8%) 0.855
Bifurcacion n(%) 29 (30.5%) 45 (19.6%) 0.041
Trombo n(%) 10 (10.5%) 37 (16.1%) 0.227
Calcio n(%) 10 (10.9%) 28 (12.3%) 0.849
Vaso tratado

Tronco 0 (0%) 9(3.9%) 0.227
DA n(%) 45 (47.9%) 109(47%)

CX n(%) 18 (19.1%) 49 (21.1%)

CD n(%) 31 (33%) 65 (28%)

Tipo de lesién

A n(%) 9 (9.6%) 21 (9.1%) 0.981
B n(%) 37 (39.4%) 89 (38.7%)

C n(%) 48 (51.1%) 120 (52.2%)

SMNR stent metalico no recubierto, SLF stent liberador de farmaco. DA arteria descendente anterior, CD
coronaria derecha, CX circunfleja.

Alelos y frecuencias de genotipos

Excepto por el SNP (rs4774) del MHC2TA 1614 C>G, el cual significativamente desvia el
equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE por sus isglas en inglés) en pacientes con
reestenosis, el resto de los SNP fueron consistentes con HWE. La distribucién de de los
polimorfismos de MHC2TA -168 A>G (rs3087456), MHC2TA 1614 C>G (rs4774) y
MHC2TA 2536 G>A (rs2229320) fue similar en pacientes con y sin reestenosis intrastent
Asimismo los polimorfismos MHC2TA analizados en el presente estudio muestran un
fuerte desequilibrio entre los polimorfismos rs4774 (MHC2TA 1614 C>G) y rs2229320
(MHC2TA 2536 G>A) con una D’= 0.87. Sin embargo la distribucion de los diferentes

haplotipos encontrados fue similar en los pacientes. Figura 1

rs3087456
rs4774
2

Elock 1 (20 kb
1 s

Figural. muestra el desequilibrio entre los sitios polimoérficos rs4774
(MHC2TA 1614 C>G) y rs2229320 (MHC2TA 2536 G>A) con una D’= 0.87.
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De acuerdo al numero de pacientes y de lesiones a mayor tasa de eventos adversos

cardiacos y progresion de la enfermedad se presentd mayor reestenosis intrastent (p

0.005 y <0.001 respectivamente), no se obtuvo resultados significativos en la expresién de

los polimorfismos del TACMHC2. ( ver Tablas 3 y 4). Como se esperaba

15-19

) se presento

mayor REIS en vasos tratados con SMNR, en lesiones con bifurcacién y diametro mayor
de 2.5mm (ver Tabla 4).

Tabla 3. Analisis univariado por numero de pacientes (202 pacientes con 327

lesiones).
Con REIS n | Sin  REIS | Razdn Intervalo de | Valor de p
(79) n(123) momios confianza
(95%)
Pacientes
Hombre 67 (84.8%) | 91 (74%) 1.9 0,94-4.09 0.081
Edad (=65 afios) 26 (32.9%) | 34 (27.6%) | 1.28 0.69-2.37 0.435
DM2 32 (40.5%) |40 (32.5%) | 1.4 0.78-2.54 0.292
HAS 44 (55.7%) | 66 (53.7%) | 1.08 0.61-1.91 0.885
Hipercolesterolemia | 42 (53.2%) | 73 (59.3%) | 0.77 0.44-1.37 0,467
Tabaquismo 46(58.2%) | 80 (65%) 0.74 0,41-1.33 0.373
ASA 74 (93.7%) | 120 0.370 0.08-1.59 0.267
(97.6%)
SICA 61 (77.2%) | 84 (68.3%) | 1.57 0.82-3.01 0.201
Clopidogrel 46 (58.2%) | 81 (65.9%) | 0.72 0.40-1.29 0.298
Tratamiento con | 68 (86.1%) | 109 0.79 0.34-1.85 0.663
Estatinas (88.6%)
Progresion de | 56 (70.9%) | 62 (50.4%) | 2.39 1.31-4.36 0.005
enfermedad
MACE 60 (75.9%) | 42 (34.1%) | 6.09 3.22-11.5 <0.001
ClITA-168A>G
AG 32 (40.5%) | 61 (49.6%) | 0.69 0.39-1.22 0.248
AA 9 (11.4%) 12 (9.8%) 1.18 0.47-2.96 0.814
GG 38 (48.1%) | 50 (40.7%) | 1.35 0.76-2.39 0.312
CIITA 2536A>G
AG 9 (11.4%) 14 (11.4%) | 1.001 0.411-2,437 | 1.0
GG 61 (77.2%) | 88 (71.5%) | 1.34 0.70-2.59 0.415
AA 1(1.3%) 3 (2.4%) 0.51 0.05-5.01 1.0
GA 8 (10.1%) 18 (14.6%) | 0.65 0.27-1.59 0.396

CIITA 1614C>G
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CG 30 (38%) | 56 (45.5%) | 0.73 0.41-1.3 0.310
cC 22 (27.8%) | 26 (21.1%) | 1.44 0.74-2.77 | 0.311
GG 27 (34.2%) | 41(33.3%) | 1.03 057-1.88 |1.0

MACE tasa de eventos adversos cardiacos mayores por sus siglas en inglés.

Tabla 4. Andlisis univariado por lesiones (total de lesiones 327 en 202 pacientes)

Con REIS | Sin REIS | Razén Intervalo de | Valor de p
n=(95) n=(232) momios confianza
(95%)

Stent 25 (26.3%) 134 (57.8%) | 0.26 0.14-0.44 <0.01
liberador de
farmaco
Diametro 32 (34%) 53 (22.8%) 1.74 1.03-2.94 0.051
2.5mm o]
menor
Lesion 13 (14.3%) 19 (8.5%) 1.79 0.84-3.81 0.149
residual
Empalme 22 (23.2%) 59 (25%) 0.9 0.51-1.58 0.778
Bifurcacion 29 (30.5%) 45 (19.6%) 1.8 1.04-3.11 0.041
CIITA-
168A>G
AG 38 (40%) 110 (47.4%) | 0.73 0.45-1.2 0.271
AA 11 (11.6%) 28 (12.1%) 0.95 0.45-2.00 1.0
GG 46 (48.4%) 94 (40.5%) 1.37 0,85-2.22 0.219
CIITA
2536A>G
AG 11 (11.6%) 19 (8.2%) 1.46 0.67-3.21 0.398
GG 73 (76.8%) 178 (76.7%) | 1.0 0.57-1.77 1.0
AA 1(1.1%) 6 (2.6%) 0.40 0.04-3.37 0.678
GA 10 (10.5%) 29 (12.5%) 0.82 0.38-1.76 0.709
CIITA
1614C>G
CG 35 (36.8%) 99 (42.7%) 0.78 0.47-1.28 0.386
CcC 24 (25.3%) 58 (25%) 1.0 0.58-1.75 1.0
GG 36 (37.9%) 75 (32.3%) 1.27 0.77-2.10 0.369
Progresion 44 (68.8%) 74 (53.6%) 1.9 1.01-3.55 0.047
enfermedad
MACE 48 (75%) 54 (39.1%) 4.6 2.4-2.903 <0.01

MACE tasa de eventos adversos cardiacos mayores por sus siglas en inglés.
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En el analisis univariado por subgrupo de lesiones los genotipos del polimorfismo CIITA-

168A>G presentaron la mayor tendencia con p 0.061 (ver tabla 5).

Tabla 5. Subgrupo de analisis por tipo de Stent.

Tipo de Stent | Caracteristicas | Con REIS | Sin REIS Razo | Intervalo Valor P
n de | confianza
momi
0s
Stent SICA (n=135) | 55 80 (81.6%) | 0.82 0.38-1.77 | 0.695
desnudo (78.6%)
Angina estable | 5 (7.1%) 16 (16.3%) | 0.39 0.13-1.13 | 0.098
(n=21)
Bifurcacion 21 (30%) | 14 (14.4%) | 2.54 1.18-5.44 | 0.020
(n=35)
Diametro 20 (29%) | 18(18.4%) | 1.8 0,87-3.76 | 0.134
menor de
2.5mm (n=38)
Lesion residual | 10 6 (6.5%) 2,54 0.87-7.38 | 0.108
(n=16) (14.9%)
MACE (n=61) | 37 24 (471%) | 3.78 1.58-9.02 | 0.004
(77.1%)
Progresion de | 32 29 (47.5%) | 1.51 0.67-3.43 | 0.409
la lesion | (66.7%)
(n=61)
Sin  estatinas | 13 14 (14.3%) | 0.73 0.32-1.67 | 0.525
(n=27) (18.6%)
Oclusién  total | 11 29 (29.6%) | 0.44 0.20-0.96 | 0.044
(n=40) (15,7%)
ClITA-168A>G
AG (n=77) 26 52 (52%) 0.54 0.29-1.01 | 0.061
(37.1%)
AA (n=17) 7 (10%) 10 (10.2%) | 0.97 0.35-2.70 | 1.0
GG (n=74) 37 37 (37.8%) |[1.8 0.99-3.44 | 0.060
(52.9%)
CITA
2536A>G
AG (n=17) 8 (11.4%) | 9(9.2%) 1.27 0.46-3.49 | 0.796
GG (n=131) 54 77 (78.6%) | 0.92 0.44-1.92 | 0.852
(77.1%)
AA (n=1) 0 (0%) 1 (1%) 0.58 0.51-0.66 | 1.0
GA (n=19) 8 (11.4%) |11 (11.2%) | 1.0 0.38-2.68 | 1.0
CITA
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1614C>G

CG (n=58) 24 34 (34.7%) | 0.98 0.51-1.87 | 1.0
(34.3%)

CC (n=51) 22 29 (29.6%) [ 1.0 0.56-2.12 | 0.865
(31.4%)

GG (n=59) 24 35(35.7%) |0.93 0.49-1.78 | 0.871
(34.3%)

SICA (n=99) 19 (76%) | 80 (59.7%) |2.13 0.80-5.69 | 0.177
Stent Angina estable | 5 (20%) 34 (25.4%) |0.73 0.25-2.11 | 0.800
liberador de | (n=120)
farmaco Sin  estatinas | 1 (4%) 14 (10.4%) | 2.8 0.35-22.31 | 0.469

(n=15)

Oclusién  total | 5(20%) 19 (14.2%) | 1.5 0.5-4.51 0.541

(n=24)

Bifurcacion 8 (32%) 31(23.3%) |1.54 0.61-3.93 | 0.448

(n=39)

Diametro 12 (48%) | 35(26.1%) | 2.61 1.08-6.25 | 0.034

<2.5mm

(n=47%)

Lesion residual | 3 (12.5%) | 13 (9.9%) 1.29 0.34-4.94 | 0.703

(n=16)

MACE (n=41) | 11 30 (34.5%) |4.18 1.32-13.4 | 0.013

(68.8%)

Progresion 12 (75%) |45 (51.7%) | 2.8 0.83-9.36 | 0.105

enfermedad

(n=57)

CIITA-168A>G

AG (n=71) 12 (48%) | 59 (44%) 1.17 0.49-2.76 | 0.827

AA (n=22) 4 (16%) 18 (13.4%) | 1.22 0.37-3.99 | 0.754

GG (n=66) 9 (36%) 57 (42.5%) |0.76 0.31-1.84 | 0.660

CITA

2536A>G

AG (n=13) 3 (12%) 10 (7.5%) 1.69 0.43-6.63 | 0.432

GG (n=120) 19 (76%) | 101 (75.4%) | 1.03 0.38-2.8 1.0

AA (n=6) 24 (96%) | 129 (96.3%) | 1.0 0.7-1.45 1.0

GA (n=20) 2 (8%) 18 (13.4%) | 0.56 0.12-2.58 | 0.742

CITA

1614C>G

CG (n=76) 11 (44%) | 65 (48.5%) | 0.83 0.35-1.97 | 0.828

CC (n=31) 2 (8%) 29 (21.6%) | 0.31 0.07-1.41 | 0.168

GG (n=52) 12 (48%) |40 (29.9%) |2.16 0.91-5.16 | 0.103
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Las variables que presentaron p< 0.1 en el analisis univariado fueron utilizadas en un

modelo de regresion logistica con inclusiones progresivas de variables. Después del

ajuste multivariado, no hubo predictores de reestenosis. (ver tabla 6)

Tabla 6. Andlisis multivariado

Valor P Intervalo de | Coeficiente
confianza beta

CTTA1618A>G | 0.140 -0.032-0.226 0.104
GG
Tipo de stent <0.001 -0.434—0.182 0.332
Diametro stent | 0.018 0.030-0.316 0.158
<2.5mm
Progresion 0.187 -0.017-0.243 0.120
enfermedad
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Discusion.

Aunque los stents consiguieron una reduccion de la incidencia de las reestenosis hasta
alrededor de un 20%, este efecto beneficioso se obtenia a costa de un aumento de la
hiperplasia neointimal que causa la reestenosis”’ . La estrategia de «cuanto mas grande
mejor» ha sido util para reducir la incidencia de reestenosis en los stents metalicos no
recubiertos®” . Sin embargo, el avance mas notable para hacer frente a este fenémeno

@757 Como parte de los

surgié con la aparicion de los stents liberadores de farmaco
factores relacionados a REIS especificos del paciente o de la lesion, se encuentran los de
riesgo coronario, el remodelado vascular preexistente, la presencia de angina, las
caracteristicas de la placa, la actividad inflamatoria local. La gravedad del dafio arterial
durante la colocacién de un stent correlaciona con el incremento de la inflamacion y

|(8-10)

crecimiento neointima Existe evidencia reciente de la participacion de los

polimorfismos del gen de CMHCII que se relacionan con inflamacion aguda “+*%

y por sus
funciones en este estudio se determind estudiar si existe relacion de la expresion de sus
alelos en la aparicion de reestenosis. Se estudiaron 202 pacientes, de los cuales 79
(39.1%) fueron mujeres y 123 (60.89%) fueron hombres con una edad promedio de
60.07£10.6 y 59.08+10.7 respectivamente. No existe diferencias significativas entre los
pacientes con y sin reestenosis intrastent respecto a la edad, hipertension arterial,
diabetes mellitus tipo 2, tabaquismo, dislipidemia o tratamiento con estatinas, sin embargo
se puede observar que existe mayor reestenosis en hombres respecto a mujeres 84.8% y
15.7 % respectivamente, siendo superior en pacientes mayores de 60 afos de edad y en
aquellos sin tratamiento con estatinas. En cuanto a la expresién de los polimorfismos de
TACMHC2 solo se observo ligera tendencia siginificativa en la expresion del polimorfismo
MHC2TA 1614 C>G (rs4774).

En resumen el presente estudio no sugiere que los polimorfismos del TACMHC2 tengan
un papel importante en el riesgo de desarrollo de reestenosis intrastent, se observaron los
valores esperados de acuerdo a literatura *??) de acuerdo a los factores predisponentes
como la gravedad de la lesion, bifurcacion, MACE (tasa de eventos cardiacos mayores
por sus siglas en inglés) y progresion de la enfermedad ©”, asi como el mayor nimero de
reestenosis intrastent en pacientes con intervencionismo con colocacién de stents
metalicos no recubiertos que con stents liberadores de farmaco @) Tabla 2,3,4 .

Sin embargo estos resultados son preliminares y se requieren estudios adicionales con un
mayor numero de pacientes y en otras poblaciones puede ayudar a definir el verdadero

papel de estos marcadores de riesgo para el desarrollo de la reestenosis intrastent.
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Conclusiones

No se observé correlacion entre la expresion de polimorfismos del gen del TACMHC2 y la
aparicion de reestenosis intrastent.

De acuerdo al tipo de stent implantado se observdé mayor reestenosis intrastent en
lesiones tratadas con stent metalico no recubierto que en stent liberador de farmaco, sin
embargo no hubo significancia estadistica entre la expresién de los polimorfismos del
TACMHC2 y estos.

Se requiere mayores variaciones en la expresion de los polimorfismos de TACMHC2 en

un tamafo muestral mayor para observar dicha correlacién con la reestenosis intrastent.
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