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RESUMEN

Introduccion. La reestenosis intra-stent es un problema creciente debido al
importante incremento que se ha producido en la utilizacion del stent intracoronario
como forma de revascularizacidén percutdnea. Su incidencia global se cifra alrededor
del 28%, habiéndose documentado que el mecanismo principal de su aparicion es
por una proliferacion neointimal. Los factores predictivos mas frecuentemente
asociados son la diabetes mellitus, una mayor longitud de la lesién tratada, un menor
diametro de referencia del vaso, la localizacion en la descendente anterior, un menor
diametro luminal al final del procedimiento y el factor genético. Objetivo. Este evalué
la variante genética rs2910164G/C del gen miR-146a,y su relacion con riesgo a
desarrollar reestenosis coronaria intra-stent en una muestra obtenida de pacientes
del Hospital Juarez de México y del Instituto Nacional de Cardiologia. Muestras y
método. Este estudio de casos y controles incluyé 113 pacientes con enfermedad
arterial coronaria (EAC) implantados con stent, la a genotipificacion del polimorfismo
rs2910164G/C del miR-146a se evalud con la técnica de 5° exonucleasa “TagMan”.
Resultados. Los varones desarrollaron en un mayor nUmero y porcentaje
reestenosis coronaria intra-stent versus las mujeres. Por otro lado, los datos de
equilibrio de Hardy-Weinberg mostraron que este polimorfismo estuvo en equilibrio
de Hardy-Weinberg. Los datos de genotipificacion mostraron que este polimorfismo
no estd asociado con reestenosis coronaria intra-stent en pacientes con EAC
implantados con stent. Conclusion. La reestenosis intra-stent se presento
principalmente en varones, y el polimorfismo rs2910164G/C del miRNA-146a no es

un factor de riesgo en nuestra poblacion bajo nuestras condiciones de estudio.



INTRODUCCION

En 2014, la cirugia de revascularizacion miocardica (RM) celebré el
guincuagésimo aniversario de los primeros procedimientos realizados en 1964
(Head SJ, y cols, 2013). Trece afios mas tarde, tuvo lugar la primera intervencion
coronaria percutanea (ICP). Desde entonces ambas técnicas de revascularizacion
han sufrido continuos avances, en particular, el empleo sistemético de conductos
arteriales en el caso de la RM y la introduccion del implante de stents coronarios en
la ICP. En este lapso, las ICP se han convertido en la intervencion terapéutica mas
empleada en medicina y los progresos alcanzados en ambas técnicas han llevado
a una reduccion continua y estable de los eventos adversos periprodecimiento,
dando excelentes resultados clinicos, sin olvidar que existen diferencias entre

tratamientos.

En la RM, los injertos se implantan en el segmento medio del vaso coronario,
mas alla de la lesion causal, lo cual proporciona al miocardio otras fuentes de flujo
sanguineo y lo protege contra las consecuencias de una potencial obstruccion
proximal. En cambio, con el implante de stents coronarios se restaura el flujo
sanguineo normal de los vasos coronarios nativos mediante el tratamiento local de
las lesiones obstructivas, pero no se protege el miocardio contra la aparicién de

nueva enfermedad obstructiva en la zona proximal al stent (Sigwart U, y cols. 1987).

La RM ha sido objeto de un mayor numero de mas ensayos clinicos
aleatorizados (ECA) que cualquier otra intervencion médica. La eleccion de la mejor

estrategia de revascularizacion posible, teniendo en cuanta también el contexto social
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y cultural, a menudo requiere la interaccion e intervencion de cardiélogos, cirujanos
cardiacos, médicos de referencia y otros especialistas. Los pacientes necesitan
ayuda e informacion para tomar una decision sobre su tratamiento, y probablemente
los consejos mas valiosos sean los proporcionados por un equipo médico-quirdrgico
(Cequier A, y cols, 1997). En un contexto electivo, la RM es la estrategia apropiada
cuando los beneficios esperados en supervivencia o en resultados clinicos
(sintomas, estado funcional o calidad de vida) son superiores a las consecuencias
negativas esperadas del procedimiento. La eleccion entre tratamiento médico; ICP
o RM como estrategia preferida depende del balance riesgo-beneficio de dichas
estrategias, por lo cual se debe sopesar el riesgo periprocedimiento de muerte,
infarto de miocardio (IM) e ictus, frente a los beneficios relativos a la calidad de vida
dependiente de la salud, asi como la supervivencia a largo plazo libre de muerte, IM
y repeticion de la revascularizacion. El equipo médico-quirirgico debera tener en
cuenta la anatomia coronaria, enfermedad subyacente, edad, comorbilidades,
preferencias del paciente y experiencia del Hospital, Instituto u operador (Stefanini

GG, y cols., 2013).

Se han desarrollado numerosos métodos para la estratificacion del riesgo,
basados principalmente en la complejidad anatémica o en el riesgo clinico, que son
utiles en el proceso de toma de decisiones médicas (Head SJ., y cols. 2012). Estos
métodos, empleados frecuentemente en contextos clinicos, se resumen en la tabla

1.



Tabla 1: Modelos de riesgo para valorar el prondéstico a corto plazo

5TS n = 774881, 1-12{2008 100% CABGs @ 2 Maortalidad -] 510 hap:ff 1516

mulneintrico intrahospialaria ngrealests,
oalos30das og
ymordekdad
nwhoptdas
EuroSCORE n=16323, 5-72010 47X CABGS 18 0 Mortalidad >10 WWW bH
n mulseinwics 1ntrshospiradaria eurosote.
otgfeale
heml
AZF n = 4557, 2001-2003 - 3 0 Mortalidad 5-10 [Edadf 2
meeacinnien trerehospirdaria facaln de
oalos30dhs eyecddn
()1
NODR n = 181775, 1/2004-3{2006 100%ICP 8 0 Mortalidad <5 - pal
CahPQ mulneinmics inerehospiadaria
FuroSCORE n*19.030, 9111995 6% CABGs by 0 Mortalidad »50 WWw, 78
mulncinmico operatoria euresoore.
orgf
akold.
heml

AGEF: edad, geatining, fracaln de eyeadfn; CABGs: arugh derevasodanizaddn coronaria sola; 1 intesvend dn corenarts pacutines; NADR: Modonol Condiovarculor Dotobase
Regisery; STS: Seciety of Thoeock Surgesnt,
Refesendas
"o que oourramistade,
Tenas permanente, insuficenaa rend, vennlacsdn prefongada, infecn d2 la henda emernal profunda, reintervencidn, exanda hospitalana < 6 dfaso > 14 dfis.
*tlaaeatining & > 2mgfdl.

Tomada de Stephan Windecker y cols, 2014

Definicion

El stent es un dispositivo utilizado en la revascularizacion percutanea de las
estenosis coronarias. Desde su primera aplicacion en humanos por Sigward y cols,
su utilizacion se reservo inicialmente para el tratamiento de las complicaciones de
la angioplastia coronaria transluminal percutdnea (ACTP), asi como la oclusion
coronaria aguda o la amenaza de oclusién (Sigwart U., y cols.,| 1987). La
reestenosis intra-stent se define como la aparicibon de una nueva estenosis
angiogréafica superior al 50% en el interior del stent, proceso condicionado por
multiples factores; caracteristicas clinicas, forma de implantacién, caracteristicas
anatomicas de la lesion tratada, tipo de stent, factor genético, etc. (Colombo A., y

cols., 1995).



En la tabla 2 se muestra la tasa de reestenosis intra-stent de acuerdo al total
de stents colocados por afio, desde 1994 hasta 1999, asi como la frecuencia de
reestenosis (25-31%), cifras que concuerdan con la reportada actualmente a nivel

mundial (28%).

Tabla 2: NUumero de stents colocados y reestenosis intra-stent en un periodo de

1994 a 1999
Numero
20.000 — [1] stents [0 Reestenosis intra-stent
16.800
14.700
16.000 —
11417
12.000 —
2 oo0 —| 7.104
3. 675 4200
4 oo — 3.418 3.542 -
2.218
1.297 1.080
340
o T T T T 1
1994 1995 1996 1997 1998 1999

Tomada de Joan Antoni Gdmez y cols, 1999.

Inicialmente la tasa de oclusion aguda o subaguda del stent postimplantacién
se situé entre el 2 y el 10%, obligando a regimenes de anticoagulacion mas
agresivos gue condicionaban una cifra de complicaciones hemorragicas importantes
(entre un 7 y un 13,5%) (Cequier A., y cols. 1997; Stefanini GG., y cols., 2013). Con
la mejora producida en la técnica de implantacion y en el régimen de antiagregacion
posterior disminuyo drasticamente la incidencia del nimero de las complicaciones

trombaticas y hemorragicas (Head SJ., y cols., 2012; Leon MB., y cols. 1998).
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Prevalencia de la reestenosis intra-stent

La reestenosis intra-stent presenta caracteristicas diferentes a la reestenosis
post ACTP y el tratamiento presenta mayor complejidad. La prevalencia global de
reestenosis intra-stent se puede cifrar alrededor de un 28%, oscilando segun las series
en individuos evaluados entre un 9,9 y un 32,8% (Reimbers B., y cols., 1997. Nofreiras

E., y cols., 1998) (Tabla 3).

Tabla 3: Prevalencia de la reestenosis intra-stent en diferentes estudios con

seguimiento angiografico sistematico

Serie Afio Numero de Seguimiento Reestenosis
pacientes | angiografico (%) (%)

Kasaoka'® 1998 1.706 70 25
Bauters!! 1998 463 81 26
K astrati!? 1998 1.349 80 26
Reifart 1998 3.858 63 32
Hospital de

Bellvitge!* 1998 311 73 20
Global 1999 7.687 69 28

Tomada de Joan Antoni Gémez y cols, 1999

Si ademas se incluyen pacientes con lesiones de una longitud superior a
los 15 mm, esta prevalencia puede alcanzar valores de hasta el 58% (Mintz GS., y
cols., 1998) Generalmente, se considera que de los pacientes incluidos en series

con control angiografico sistematico que presentan reestenosis angiografica,
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aproximadamente un 50% de ellos presentan reestenosis sintoméatica (Kasaoka S.,

y cols., 1998).

Fisiopatologia de la reestenosis intra-stent

El primer y mas importante factor implicado en el desarrollo de la reestenosis
intra-stent es la proliferacion neointimal que se produce a través y dentro del stent,

procedente de las capas externas del vaso (Mintz GS., y cols.,1998).

La respuesta proliferativa esta constituida por células inflamatorias (linfocitos,
polimorfonucleares y macrofagos), células musculares lisas, colageno y proteinas,
lo que sugiere que la proliferacion estd mediada por mecanismos diversos procesos

inflamatorios (Bauters C., y cols., 1998).

Se ha documentado también la existencia de un segundo factor, menos
importante, el cual consistente en el grado de compresion del stent, debido al
remodelado negativo que a largo plazo se produce en la arteria (Mintz GS., y cols.,

1998).

Asimismo, la ecocardiografia intracoronaria (Eco i.c.) ha permitido
documentar un tipo de recurrencia de la estenosis intra-stent que ha sido
denominado como «seudorreestenosis» (Mintz GS., y cols., 1998). Este proceso
consiste en el hallazgo de una estenosis angiograficamente significativa, pero al

realizar un estudio mediante Eco i.c., se detecta una mala aposicion o expansion
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inicial del stent, sin presencia de proliferacion intimal significativa (Dauerman HL., y

cols., 1998).

Clasificacién de la reestenosis intra-stent

La principal caracteristica anatomica que parece determinar esta diferente
evolucion es la longitud de la reestenosis en el interior del stent. Se han descrito
diferentes clasificaciones, aunque la mas utilizada es la que clasifica las reestenosis
en focales o difusas. Se define como reestenosis focal cuando la longitud de la
reestenosis es menor a 10 mm y difusa cuando dicha longitud es igual o mayor a 10
mm. A su vez, las reestenosis difusas se han subdividido en intra-stent, cuando
afectan solo al interior del stent y en intra-extrastent cuando afectan también a la
porcién de arteria coronaria inmediatamente proximal o distal al stent (Amant C., y

cols., 1997).

Existe otra clasificacion menos empleada, en ella las reestenosis se
subdividen en focales o difusas segun el porcentaje de stent englobado por la lesién
(Dauerman HL., y cols., 1998), asi, las focales afectan a menos del 50% de la
longitud del stent y las difusas afectan a un 50% o mas de la longitud del stent (Kalon

KL., y cols.,1998).

Se han detectado una serie de factores relacionados con la aparicion de la

reestenosis intra-stent, tanto clinicos, angiogréficos, y de procedimiento (Tabla 4).
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Factores clinicos:

El méas consistente es la diabetes mellitus tipo 2 (Kasaoka S., y cols., 1998;
Lee RC,, y cols., 1993). Otros factores clinicos relacionados con el desarrollo de la
reestenosis intra-stent es la edad avanzada o el antecedente de revascularizacion
previa (tanto percutanea como quirurgica) (Kasaoka S., y cols., 1998; Lee RC., y

cols., 1993).

Factores angiograficos:
Son predictivos de reestenosis, los mas frecuentemente identificados han

sido la longitud de la lesion (Bauters C., y cols., 1998; Nofreiras E., y cols., 1998).

La implantaciéon en vasos de pequefio calibre (Kasaoka S., y cols., 1998;
Bauters C., y col.s, 1998) y la localizacion de la lesion a tratar en la arteria
descendente anterior (Lee RC., y cols., 1993; Nofreiras E., y cols., 1998). Otros
factores menos comunes es la localizacién ostial de la lesion o la gravedad de la

estenosis preprocedimiento (Wightman B., y cols., 1993).

Factores de procedimiento:
Han sido relacionados un menor didametro luminal minimo al finalizar el
procedimiento (Kasaoka S., y cols., 1998; Wightman B., y cols., 1993) y la

implantacion de multiples stents en una misma arteria (Bauters C. y cols.,1998).
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Tabla 4: Factores predictivos de reestenosis angiografica intra-stent
documentados en diferentes estudios angiograficos:

Serie Pacientes/Lesones u:g::}::’(o./. ) Eco i Factores predictivos A:S;chmir 9-;;3&’
Kasaoka™ 1.706/2.343 70 Si Edad 1,17(1,03-1,33)
Diabetes 1,20(1,01-1,43)
CC prewia 1,33(1,11-1,6)
Longtud stent 1,26(1,17-1,35)
Drametro referenca 047(0,34-0,65)
DL M post-stent 055(041-0,75)
Bauters! 463/500 81 No Multiples stents 2,29(1,37-3.32)
Sent upo Palmaz-Schatz 0.5(0,31-0.83)
Longitud estenosis 1,06(1,01-1,10)
Diametro referencia del vaso 0,56(0.34-0,93)
Kastrau® 1.349/1.753 &0 No Muiltiples stents 1,81(1,55-2,06)
Drabetes 1,86(156-2,16)
DLM post-stent < 3 mm 1,81(1,55-2,06)
ACTP prevaa -
Odclusiones crénicas -
Implantacién en DA -
Hoffnan® 201/382 100 Si Localizacién ostial 4.01(1,31-12,29)
CSA pre-stent(Ecoic) 2,583(1,06-6,28)
DLM post-stent (Ecoi.c) 0,24 (0,08-0,79)
Kalon®™
(m#aanshas) 1.107/1 344 @ No DLM post-stent 032¢-)
Longitud lesién 1,03(=
Hospital de Bellutge 3117340 73 No Localizacén DA proamal 23(146-373)

Longitud lesién
Indicacion no electiva

1,14 (1,04-1,24)
1,8(1.07-3.1

DA descendente antenior; Eco 1c.: ecografia intracoronana; DLM didmetro harairal minamo, CS A° «cross-sectional areay, &rea de seccidn intralumi-
nal (ecogmfia miracoronmana), ACTP: angioplastia coronana; CC: cirugis de revasculanzacidn coronana; OR: odds matio; IC: in¥rvalo de confiarza;

- datos no disporables

Tomada de Joan Antoni Gémez vy cols., 1999

Un paciente no diabético, con un solo stent implantado y con un diametro
intraluminal post-implantacion superior a 3 mm tiene una probabilidad del 16% de
presentar reestenosis angiografica durante el seguimiento. Por el contrario, la
presencia de diabetes, implantacion de mdltiples stents y un diametro intraluminal
posprocedimiento inferior a 3 mm puede indicar una probabilidad de reestenosis

angiografica de hasta el 60% (Mehran R., y cols., 1997).
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Tipos de tratamiento de la reestenosis intra-stent

La forma de tratamiento posiblemente mas utilizada es la angioplastia
convencional con balén, que actia principalmente por compresion del tejido
neointimal. Por otro lado, otra estrategia utilizada es la implantacion de un stent
adicional en el interior del stent inicial.

Cabe destacar que todos los estudios publicados son observacionales y si se
han realizado comparaciones entre diferentes tipos de tratamientos (Eltchaninoff H.,

y cols., 1998).

Angioplastia simple con balén

El mecanismo por el que actla el balén de angioplastia en esta situacion se
ha podido determinar mediante Eco i.c. documentandose que el incremento en el
diametro luminal se consigue por la extrusion del tejido neointimal a través de las
celdas del stent y por una expansion adicional del stent ya implantado (Bauters C.,

y cols., 1998).

Los resultados iniciales de la aplicacion de esta estrategia indican una alta
tasa de éxito en el procedimiento (definido como éxito angiogréafico en ausencia de
complicaciones durante la hospitalizacién) situada entre un 98 y un 100% (Lee SG.,
y cols., 1998). Las series que engloban un mayor porcentaje de lesiones focales han
detectado una baja tasa de necesidad de revascularizacion adicional a largo plazo

del vaso tratado (entre el 11y el 17%) (Reimbers B., y cols., 1997).
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Cuando se analizan las series que presentan un porcentaje elevado de
reestenosis difusas se observa que la tasa de necesidad de una nueva
revascularizacion del vaso tratado se sitda entre un 26 y un 43% (Eltchaninoff H., y

cols., 1998; Mehran R., y cols., 1999).

Aterectomia

La mayoria de estudios publicados en relacidon con el tratamiento de la
reestenosis intra-stent mediante aterectomia se refieren al uso de la aterectomia
rotacional, mientras que hay poca informacion de la eficacia de la aterectomia
direccional. Invariablemente, esta técnica se complementa con la realizacion de una

dilatacion con baldn al finalizar el procedimiento. (Mehran R., y cols., 1999).

El beneficio obtenido se traduce en un incremento del &rea de seccion de la luz
del vaso, pero al igual que con la angioplastia con bal6n convencional, a un nivel
inferior al obtenido inicialmente en el momento de la colocacién del stent (Mintz GS.,

y cols., 1998).

A diferencia de la angioplastia con baldn, el éxito del procedimiento es
inferior (entre un 91 y un 98%). Cuando se analizan los resultados a largo plazo, la
necesidad de una nueva revascularizacion del vaso tratado oscila entre un 23 y un

28% (Sharma SK., y cols., 1998).

Dauerman y cols, en un estudio no aleatorizado, ha documentado una
tendencia no significativa a una menor necesidad de nuevas revascularizaciones

durante el seguimiento en la aterectomia frente a los pacientes tratados con
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angioplastia convencional (el 27 frente al 43%). De igual forma, Lee observo una
menor tendencia a requerir un nuevo procedimiento de revascularizacion mediante
la aterectomia rotacional frente a la angioplastia (el 25 frente al 47%), en presencia
de reestenosis difusas. Cabe resaltar que a pesar de existir diferencias importantes
en los porcentajes, no se alcanza significacion estadistica, probablemente por el

numero reducido de casos incluidos.

Laser intracoronario

Su finalidad es la maxima destruccion mediante ablacion del tejido neointimal
formado en el interior del stent, con la posterior dilatacion utilizando angioplastia con
balén. El resultado neto de este procedimiento es un incremento en el area de seccién
de la luz del vaso, pero también a un nivel inferior al conseguido inicialmente en la
implantacion del stent (Mintz GS., y cols., 1998). El laser en esta situacion ha mostrado
una tasa importante de complicaciones inmediatas, como es la aparicion de hasta un
8,5% de IAM sin onda Q después del procedimiento. El laser intracoronario se asocia
a una elevada incidencia de 1AM sin onda Q, durante el procedimiento con una menor

tendencia a necesitar nuevas revascularizaciones durante el seguimiento.

Stent intra-stent

Consiste en la colocacion de un stent adicional en el interior del primer stent
implantado. Estudios recientes mediante Eco i.c. han documentado que a los pocos
minutos de realizar la ACTP se produce frecuentemente una reintrusion del tejido

expulsado por el balon (Shiran A., y cols., 1998). La implantacion de un stent adicional
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intra-stent puede dificultar esta reintrusion de tejido, ayudando a mantener el beneficio
obtenido inicialmente. Por otro lado, estudios con Eco i.c. han demostrado que ésta es
la Unica estrategia que consigue aumentar la luz del vaso hasta un diametro superior

al obtenido con respecto a la implantacion del stent original (Mintz GS., y cols., 1998).

La implantacion de un stent intra-stent es un procedimiento seguro, con
escasas complicaciones inmediatas. Estas son similares a las que pueden aparecer
tras la implantacion de un stent de novo (afectacién de ramas laterales a la lesion,
disecciones fuera del stent, trombosis aguda o subaguda). La serie mas amplia
corresponde al grupo de Washington (Mehran R., y cols., 1999), incluyé 131
pacientes e identificO la necesidad de una nueva revascularizacion del 27%

(Mehran R., y cols., 1999).

El estudio RIBS (Zueco J., y cols., 1998), que en la actualidad se esta
realizando en Espafia y Portugal, incluyé 400 pacientes con reestenosis intra-stent
y los asign6 de forma aleatorizada a angioplastia convencional con balén o stent
intra-stent para determinar la eficacia inicial y a largo plazo de estas dos formas de

tratamiento en los pacientes con reestenosis intra-stent.

Radiacién intracoronaria
Debido a que el mecanismo principal de la produccién de la reestenosis intrastent
es la proliferacion de tejido intimal, se ha sugerido que la radiacion, al ser un potente

agente antiproliferativo podria tener un importante papel en el tratamiento de la
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reestenosis intra- stent. Esta terapia puede ser utilizada como complemento a la
angioplastia con baldn, a la aterectomia o a la colocacién adicional de un stent (Mehran

R., y cols., 1997).

En los resultados iniciales de la aplicacion de la radiacién intracoronaria
parece observarse una ausencia de complicaciones inmediatas. Se utiliz6 la
radiacion con iridio 192 (Ir192) de forma aleatorizada al finalizar el procedimiento
gue requeria la colocacion de un stent si la lesiébn no tenia un stent previamente.
Tras realizar un seguimiento angiografico se detectd una menor reestenosis
angiografica en el grupo 1r192 en comparacion con el grupo placebo (el 17 frente al
54%) con una tasa de nueva revascularizacion del 12% en el grupo 1r192 frente al

45% en el grupo placebo (Mehran R., y cols., 1997).

En el estudio WRIST no se detectaron complicaciones inmediatas y los resultados
preliminares a los 6 meses indicaron una incidencia de reestenosis angiografica del
19% en el grupo 1r192 frente al 58% en el grupo placebo, con una tasa de nueva
revascularizacion del 15 y del 55%, respectivamente. Aun quedan, sin embargo,
diferentes problemas técnicos no resueltos, ya que se ha demostrado que dosis
pequefias de radiacién parecen favorecer la proliferacién, mientras que dosis
grandes pueden provocar aneurismas coronarios en las zonas adyacentes no
cubiertas por el stent. La dosis exacta no se conoce con precision e incluso existen
dudas respecto al isotopo a emplear y a la mejor forma de radiacion (Mehran R., y

cols., 1997).
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Factores predictivos de aparicion de una segunda reestenosis intra-stent
Diferentes estudios han identificado una serie de factores predictores de la
aparicion de una nueva reestenosis intra-stent. La longitud de la reestenosis intra-stent
se ha referido en varios estudios y parece ser uno de los principales determinantes.
Asi, se ha documentado que la presencia de una reestenosis del tipo difuso esta
claramente asociada con la necesidad de tener que realizar una nueva
revascularizacion del vaso tratado (Bauters C., y cols., 1998, Sharma SK., y cols.,
1998). Otro factor identificado ha sido la precocidad de aparicion de la reestenosis
intra-stent (Ambros V., y cols., 2003). Cuanto menor es el intervalo que transcurre en
la aparicibn de la reestenosis, mayor es la posibilidad de requerir una nueva

revascularizacion del vaso tratado durante el seguimiento.

Importancia de la genética en la reestenosis intra-stent

La reestenosis es una enfermedad compleja en la cual los mecanismos involucrados
en su desarrollo no estan definidos completamente. Susceptibilidad genética ha sido
identificada como un factor de riesgo importante en su desarrollo (Jeffrey J., y cols.,

2013).

Estudios recientes han detectado algunos genes relacionados con la
aparicion de la reestenosis intra-stent. Estos genes incluyen a reguladores de
inflamacion, relacionados con remodelamiento vascular, y proliferacion. La genética
de cada individuo constituye una de las causas que deben tenerse en cuenta e

investigarse a fondo. Algunos estudios han identificado algunos genes involucrados
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con esta patoogia. Algunas variantes genéticas tipo polimorfismos de un solo
nucleotido (SNPs) localizados en el gen que codifica para la 6xido nitrico sintasa
endotelial ha sido asociada con reestenosis. En un estudio realizado entre casos y
controles (41 pacientes con reestenosis y 51 sin reestenosis), y tomado en cuenta
la edad, sexo y los factores de riesgo y empleando un 60% de SLD por grupo se
identificé al alelo PIA2 asociado con reestenosis significativamente mayor que los
no portadores (21.9% versus 1.9%, OR 14.1, IC 95%, p=0.002) (Diego D., y cols.,

2009).

Es importante conocer la relacion que existe entre diversos genes y la
reestenosis intra-stent, ya que asi podremos identificar el factor genético implicado
en el desarrollo de la reestenosis en ciertos pacientes, antes de su colocacion, y

conocer asi, su probable participacién en el prondstico (Kastrai A., y cols., 1999).

MicroRNAs; estructuray funcién

Recientemente, moléculas pequeflas de RNA no codificantes,
especificamente los microRNAs (miRNAs) han tomado una gran relevancia como
posibles biomarcadores de prondsticos en diversas enfermedades. Un miRNA es
un ARN de cadena sencilla, de aproximadamente 18 a 22 nucle6tidos de longitud,
y que tiene la capacidad de regular la expresion de otros genes mediante diversos

procesos (Pillai RS., y cols., 2005).

Los miRNAs fueron descritos inicialmente en 1993 por Lee y cols., en el
laboratorio de Victor Ambros, (Eulalio A., y cols., 2007), pero el término "microARN"

se definid hasta el 2001 en un conjunto de tres articulos publicados en Science el
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26 octubre de 2001. (Glasser V, y cols., 2008). A principios de 2008, analisis
computacionales realizados por IBM sugirieron la presencia de alrededor de 50.000
MiRNA diferentes en el genoma humano, cada uno con alrededor de miles de RANm

dianas potenciales (Head SJ, y cols., 2013).

Los miRNA son moléculas de ARN transcritas a partir de genes de ADN, pero
no codifican proteinas. Se expresan en una amplia variedad de organismos, desde
plantas hasta gusanos y humanos. Muchos miRNA estan bien conservados entre
especies, (Bauters C, y cols., 1998) y muchos componentes de la maquinaria de los
MiRNA se han encontrado incluso en Archaea y eubacterias, lo que revela que su
origen es muy antiguo. Algunos estudios indican que en humanos hay cerca de 2000
genes de miRNAs, lo que implicaria que ellos podrian representar como minimo el

3% de todos los genes humanos (Bentwich I, y cols., 2005).

La secuencia de ADN que codifica para un gen de miRNA tiene una longitud
gue supera al tamafo final del propio miRNA, estos miRNAs largos (de
aproximadamente 2 kilobases) se definen como miRNAs primarios, posteriormente
estos son procesados por la enzima Drosha, generando miRNAs precursores de
aproximadamente 80 nucledtidos, finalmente, estos son enviados del nucleo de la
célula al citoplasma mediante la exportina 5, y es en el citoplasma en donde la
enzima Dicer genera finalmente los miRNAs maduros de aproximadamente 18-22

nulceotidos (Bauters C. y cols., 1998).

La funcion de los miRNA es regular la expresion génica de sus blancos a nivel

post-transcripcional. De esta forma, un miRNA es complementario generalmente a
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una secuencia localizada en la region 3’'UTR (region no traducida) de uno o mas
ARN mensajeros (ARNm) diferentes. Los miRNA de animales suelen mostrar
complementariedad imperfecta con la region 3' UTR, y generalmente inhiben la
traduccion del ARNm, mientras que los de plantas suelen mostrar
complementariedad perfecta con regiones codificantes e inducen el corte y la
posterior degradacion del ARNm diana (como ocurre con los miRNAs en animales)

(He L, y cols., 2005).

Antes de clasificarlos como parte de la ruta del RNAI, los miRNA fueron
identificados inicialmente en gusanos, en los que regulan las fases del
desarrollo,(Lee RC., y cols., 1993) pero en la actualidad se sabe que estan
implicados en una amplia variedad de procesos del desarrollo y podrian tener una
funcién en el establecimiento de redes y en el ajuste fino de la expresion génica en
la célula (Nofreiras E., y cols., 1998; Kalon KL., y cols., 1998). Dado que el nUmero
de dianas potenciales de los miRNA aumenta al nimero de miles (alrededor del 30%
de los genes humanos), los miRNA podrian constituir otra capa del circuito
regulatorio que existe en las células (Ruvkun G., y cols., 2001). Segun esto,
cualquier desregulacion de los miRNA podria conllevar grandes problemas
regulatorios en la célula, induciendo quiza fenotipos cancerosos. De hecho, se ha
mostrado que los perfiles de expresion de los miRNA estan sobre o sub expresados
en un gran numero de tipos de cancer (Saumet A., y cols., 2006) y que la alteracion
en los niveles de expresion de los miRNA conduce al desarrollo de tumores (Samarijit

Das., y cols., 2015).
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A pesar del importante progreso realizado en la comprension de la biogénesis y
la funcion de los miRNA, los mecanismos utilizados por los miRNA para regular la
expresion génica permanecen bajo un intenso debate (Stefanini GG, ., y cols., 2013).
En efecto, existen trabajos publicados que indican que los miRNA en células

animales reprimen la expresion génica de cuatro formas diferentes:

1) Degradacién de la proteina durante la traduccion.
2) Inhibicién de la elongacién de la traduccion.
3) Terminacién prematura de la traduccién (disgregacion de los ribosomas).

4) Inhibicién del inicio de la traduccion.

Ademas, los miRNA en animales pueden inducir una degradacion significativa
de los ARNm diana (como los miRNA de plantas), a pesar del apareamiento
imperfecto ARNm-miRNA. Sin embargo, el mecanismo de degradacion suele ser
diferente: los miRNA inducen la degradacién de los ARNm diana mediante la
eliminacién de la caperuza (en el extremo 5" y de la cola de poliadeninas (poly-A,
en el extremo 3') (Vasudevan S., y cols., 2007). Finalmente, los miRNAa silencian
sus RNAm dianas secuestrandolos en foci (sitios) citoplasmicos discretos, los
cuerpos de procesamiento de ARNm o P bodies, que carecen de maquinaria de
traduccion. Sin embargo, a pesar de las discrepancias existentes entre los diferentes
mecanismos propuestos, los apoyos experimentales para cada mecanismo son
variados, y son el objeto actual de intensos estudios. Se ha sugerido que las
diferencias observadas se deben a deficiencias en los experimentos realizados, en
algunos casos originadas por la utilizacion de modelos erroneos en los estudios de

regulacion de la traduccion (Wightman B., y cols. 1993). Por ultimo, en estudios
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recientes se ha detectado que en determinadas condiciones, los miRNA pueden

también activar la sintesis proteica (Zhao Y., y cols., 2005).

miRNAS en reestenosis

Se han identificado algunos miRNAs en los exosomas de pacientes con
enfermedades del sistema cardiovascular. Existen estudios que describen la
presencia de vesiculas de miRNA y demuestran el papel del miRNA-126a,
mMiRNA146a, miRNA-143 y otros miRNAs al ser transportados de las células
endoteliales, células madre, fibroblastos y otras células, dentro de los miocitos,
células endoteliales y células del musculo liso para activar cambios celulares y

modular los fenotipos de las enfermedades (Zueco J., y cols., 1998).

Patrones de expresion alterados de miRNAs han sido identificados en
modelos murinos o pacientes con reestenosis. Estudios de variantes genéticas tipo
SNPs han sido muy poco estudiados en reestenosis intra-stent. De hecho, sélo un
reporte del SNP rs2910164G/C del gen miR146a ha sido reportada con reestenosis
intra-stent. Este estudio mostré asociacion de este SNP con reestenosis intra-stent
y no con aterosclerosis. No hay ningun otro estudio reportado en genes de miRNAs

en reestenosis coronaria intra stent (Hamann L, y cols, 2014).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La reestenosis coronaria intra-stent es un problema importante y frecuente
entre pacientes con enfermedad arterial coronaria (EAC) que requieren de la
coloracion de un stent como método de RM mediante ICP. Este problema se
relaciona con varios factores, entre los que se encuentran factores clinicos como la
diabetes mellitus, edad avanzada y el antecedente de RM previa, procedimiento
quirargico o mediante ICP; factores angiograficos como la localizacion de la lesion,
el calibre del o los vasos dafados, la longitud de la lesién; factores del
procedimiento, mala evolucién y factores genéticos, entre los que se encuentran
genotipos relacionados con procesos inflamatorios que pueden dar lugar a la
aterosclerosis en si, pero que ademas pueden ser participes en el desarrollo de la

reestenosis intra-stent.

Entre estos genes se encuentra el microRNA-146a, el evaluar la variante
funcional (rs2910164G/C), nos proporcionara datos de su participaciéon con esta

patologia en poblacién mexicana.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢cLa variante genética (rs2910164G/C) del microRNA-146a confiere riesgo a

desarrollar reestenosis intra-stent?
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JUSTIFICACION

La EAC es la enfermedad méas prevalente en el mundo. Existen varios
métodos de RM en pacientes con EAC, entre los que se encuentran la
revascularizacion mediante cirugiay por ICP, la cual a su vez se puede llevar a cabo
por varios métodos, entre ellos: angioplastia simple con balén, aterectomia, laser
intracoronario, radiacion intracoronaria y la mas utilizada y que ha demostrado
mejores resultados, el stent intra-stent.

Un gran porcentaje de los pacientes sometidos a revascularizacion mediante
esta Ultima técnica (stent intra-stent), invariablemente van a desarrollar reestenosis
intra-stent, es decir, van a sufrir nuevamente estenosis del stent previamente
colocado, como resultado de una serie de procesos inflamatorios que comienzan
con la proliferacion neointimal que se produce dentro del stent, procedente de las
capas externas del vaso y como resultado de una respuesta inflamatoria constituido
por diferentes tipos de células inflamatorias (linfocitos, polimorfonucleares y
macréfagos), células musculares lisas, colageno y proteinas, lo que sugiere que
esta proliferacion estd mediada por mecanismos inflamatorios. Es ahi donde radicé
la importancia de este estudio, ya que no todos los pacientes, a pesar de presentar
las mismas caracteristicas clinicas y angiograficas que pueden llevar a que este
procedimiento inflamatorio provoque reestenosis del stent, la van a desarrollar; lo

gue nos lleva a pensar en que existe algun factor genético determinante.

Se sabe ampliamente la relacion que tiene la expresion de diferentes miRNAs
en procesos inflamatorios y neoplasicos. Recientemente, se ha documentado una

asociacion entre el SNP rs2910164G/C del miRNA 146a con reestenosis intra-stent
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en pacientes caucasicos. Sin embargo, es importante evaluar esta misma variante
en nuestra poblacién para determina la frecuencia de genotipica y alélica y su

participacion en esta patologia.

OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar si el SNP rs2910164G/C del gen microRNA-146a est4 asociado
con susceptibilidad a desarrollar reestenosis intra-stent en pacientes con EAC que

tengan al menos un implante de stent previo en una muestra mexicana.

Objetivos especificos

» Determinar las frecuencias alélicas y genotipicas del gen microRNA-146a en
nuestra poblacién de estudio.
+ Determinar si el SNP del gen antes mencionado, confieren riesgo de

desarrollar reestenosis intra-stent.

HIPOTESIS

La variante genética rs2910614G/C del gen microRNA-146a se encuentra en
mayor frecuencia en pacientes con reestenosis intra-stent en comparacion con los
individuos que no presentan esta enfermedad en una muestra de pacientes

mexicanos.

29



DISENO DEL ESTUDIO:

Estudio observacional, prospectivo, transversal, comparativo (casos-controles) y

abierto.

POBLACION DE ESTUDIO
Este proyecto incluyo pacientes con EAC del Instituto Nacional de Cardiologia

implantados con al menos un stent.

Criterios de inclusion de los casos:
1) Pacientes que acudieron al Hospital Juarez con alguno de los siguientes
diagnosticos:

a) Sindrome isquémico coronario agudo tipo infarto agudo de miocardio

con elevacion del segmento ST (SICA-IAMCESST).
b) Sindrome isquémico coronario agudo tipo infarto agudo de miocardio

sin elevacion del segmento ST (SICA-IAMSESST).
c) Sindrome isquémico coronario agudo tipo angina inestable (SICA- Al).
En periodo de ventana (12 horas desde el inicio de los sintomas) para
realizar angioplastia coronaria transluminal percutanea (ACTP) nacidos

en México.

2) Se realizaron las angioplastias coronarias transluminales percutaneas en el
Hospital Juarez de México y se coloco al menos un stent (medicado o no) al
menos en una arteria coronaria.
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3) Con al menos 3 de los siguientes factores de riesgo cardiovascular:
hipertension arterial sistémica (HAS), diabetes mellitus (DM), dislipidemia,

tabaquismo, obesidad, sedentarismo.

4) Con una edad entre 35y 75 afios de edad.

5) Que se les pudiera realizar coronariografia de control 6 meses después de la
intervencion.

6) Que hayan aceptado participar en el proyecto y firmaron la carta de

consentimiento informado.

Criterios de exclusion de los casos:
1) Pacientes que no cumplieron con los criterios de inclusion.
2) Pacientes que tenian algun tipo de infeccion viral (hepatitis B, hepatitis
C, VIH).

3) Que decidieron retirarse del estudio.

Criterios de eliminacion de los casos:
1) Pacientes transfundidos en los ultimos 3 meses.

2) Muestras de pacientes que no fueron aptas para su estudio (coaguladas)

Criterios de inclusién de controles:
1) Individuos con enfermedad arterial coronaria, pero que no hubieran
presentado reestenosis intra-stent previamente.

2) Con una edad entre 35y 75 afos de edad.
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3) Individuos sanos que aceptaron participar en el proyecto y que firmaron la

carta de consentimiento informado.

Criterios de exclusion de los controles:
1) Individuos sanos que tuvieron algun tipo de infeccion viral (hepatitis B,
hepatitis C, VIH).

2) Que decidieron retirarse del estudio.

Criterios de eliminacion de controles:
1) Controles transfundidos en los ultimos 3 meses.
2) Muestras de controles que no hayan sido aptas para su estudio

(coaguladas).

METODOLOGIA
Toma de muestras

Antes de la toma de muestra de cada paciente (casos; individuos implantados
con stent que desarrollaron reestenosis intra-stent, y controles; pacientes que no
desarrollaron reestenosis intra-stent), se les explicdé el proyecto, asi como sus
objetivos, inmediatamente a esto y si decidieron las pacientes participar en este
estudio, se procedid a firmar el consentimiento informado y posteriormente, a la
toma de 5 ml de sangre periférica, en tubos vacutainer que contenian EDTA como

anticoagulante.
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Extraccion de ADN

1. Las muestras de sangre periférica de los pacientes contenidas en los tubos
con EDTA fueron centrifugadas a 3000 r.p.m., durante 10 minutos.

2. Se tomo la capa de leucocitos y se colocé en un tubo limpio de 15 ml para
iniciar el procedimiento de extraccion del DNA.

3. Se le agreg6 a cada tubo de 15 ml, 6 ml de buffer de lavado.

4. Se volvié a centrifugar la muestra durante 5 minutos a 3500 r.p.m.

5. Se decanto el sobrenadante.

6. Se agreg6 6 ml de buffer de lisis de células.

7. Se decant0 el sobrenadante y se coloco buffer y proteinasa K (30 microlitros)
a la muestra, posteriormente, se incubd la muestra con la mezcla de reactivos
durante 10 minutos a temperatura ambiente.

8. Se agrego isopropanol (3 ml) a la mezcla de reaccion, posteriormente se
centrifugo la muestra a 3500 r.p.m. durante 5 minutos.

9. Posteriormente se decantd el sobrenadante y se agregaron 3 ml de alcohol
etilico al 70%, posteriormente se volvio a centrifugar a 3500 r.p.m. durante 5
minutos.

10.Se volvié a decantar el sobrenadante y se dej6é secar el DNA a temperatura
ambiente por 5 minutos.

11.Finalmente se agregd buffer de elusion de DNA (600 microlitros), se

cuantifico el DNA y se hicieron diluciones a 5 ng/microlitro.
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Genotipificacion del SNP rs2910164G/C del miRNA-146a

Los genotipos del SNP rs2910164 del miRNA 146a fueron evaluados mediante la
técnica de 5” exonucleasa “TagMan”. El vial contiene un par de sondas para identificar
cada uno de los alelos (G o C). Cada sonda en su extremo 5" contiene un fluoréforo,
en una de ellas tiene a VIC o FAM, que se excitan y emiten fluorescencia a diferente
longitud de onda, la cual es detectada por un software y traducida en colores en un

plot de discriminacién alélica.

1. De cada paciente se emplearon 2 microlitros de reaccién (cada microlitro
contuvo 5 ng).

2. Los 2 microlitros se colocaron en lugares especificos de una placa de 96
pOZos.

3. Posteriormente a esto se le agregaron 5 microlitros de reaccion (cada 5
microlitros contuvo lo siguiente; 2.5 microlitros de master mix 2X, 2.465 de
agua y 0.035 microlitros de sonda).

4. Las placas fueron colocadas posteriormente en un equipo de PCR en tiempo
real de BioRad durante 35 ciclos, cada ciclo de PCR consistio en 15 segundos
a 95°C y 1 minuto a 60°C.

5. Después de 2 horas, los resultados fueron visualizados en la pantalla del
equipo.

6. Finalmente, se hizo la discriminacién alélica par el SNP rs2910164 del miRNA

146a.
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Andlisis estadistico

Los genotipos se cuantificaron por conteo directo. La prueba estadistica
empleada en este estudio fue la X2. El valor de OR, IC 95% y el valor de p se obtuvo
con el programa FINETTI, el cual ademas evalla el equilibrio de Hardy-Weinberg entre

genotipos del SNP rs2910614G/C del miRNA-146a.

RESULTADOS

El numero de pacientes con EAC implantados con stent coronarios obtenidos
de los servicios de Hemodinamia del Instituto Nacional de Cardiologia y del Hospital
Juéarez de México fue de 113 (Grafica 1). Del nimero total de pacientes incluidos en
este estudio, 47 desarrollaron reestenosis (42%), mientras 66 (58%) no

desarrollaron reestenosis intra-stent (Grafica 1).
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Gréfica 1: Total de pacientes estudiados divididos en aquellos que presentaron
reestenosis intra-stent y aquellos que no la presentaron

REESTENOSIS

42%
Hg
o)

Total 113 pacientes

58%

En la grafica 2 se muestra la proporcién de varones-mujeres incluidos en este

estudio.

36



Gréfica 2: Total de pacientes que presentaron reestenosis, divididos por

género:

PACIENTES CON REESTENOSIS

Total 113 pacientes

" HOMBRES ™ MUIJERES

Los datos de genotipificacién indicaron que el SNP rs2910164G/C del
mMiRNA146a esta en equilibrio de Hardy-Weinberg (Informacion no mostrada). La
frecuencia del SNP, tanto de genotipos como de alelos es mostrada en la tabla 5.
Los datos indicaron que este SNP no estd asociado con reestenosis coronaria

intrastent en nuestra poblacion de estudio.
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Tabla 5 : Distribucion de los genotipos y alelos de los polimorfismos del gen
MiRNA-146a en pacientes con reestenosis intra-stent y controles:

Reestenosis Controles
n=66(n(%) OR IC 95% p
n=47(n(%))

MiRNA-146a(rs2910164)

Genotipo GG
24(51) 39(59) _
GC 19(40) 21(32) L
cC 4 (9) 6 (9) 1.08 0.27-424 091
Alelo G
e 67(71) 99(75)
C 27(29) 1.21 0.67-2.20  0.53
33(25)
DISCUSION

Se realizé un estudio observacional, transversal, comparativo (casoscontroles)
y abierto, en el cual se buscé establecer la relacion entre la variante genética
rs2910164G/C del gen microRNA-146a y reestenosis coronaria intra-stent en
Mexicanos. Se obtuvo un total de 113 muestras de pacientes que cumplieron con
los criterios de inclusién anteriormente mencionados, de los cuales, 47 presentaron
reestenosis y 66 no la presentaron. En cuanto a los genotipos, se observé que el
genotipo GG fue el mas comun, tanto en el grupo de los casos como en el de los

controles, seguido del genotipo GC y al final el CC.
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De acuerdo a los resultados obtenidos en nuestro estudio, en cuanto a la
relacion entre la variante genética rs2910614G/C del gen miRNA-146a y la
reestenosis intra-stent, se mostr6 que este SNP no confiere susceptibilidad a
desarrollar dicha patologia en poblacion Mexicana. Sin embargo, es necesario
continuar el estudio, debido a que el tamafio de muestra evaluado en este estudio
es muy bajo y no alcanza el poder estadistico minimo requerido para tener un dato
confiable.

Existe un solo estudio reportado en la literatura mundial que habla acerca de
la relacién de este mismo gen (microRNA-146a) con la reestenosis intra-stent, en la
cual si encontraron asociacion con esta patologia, sin embargo, ese estudio se llevo
a cabo en pacientes caucasicos y ahi podria radicar la diferencia con nuestro
estudio, ya que es posible que en la poblacion mexicana, la existencia de esta
variante en el gen estudiado, no represente relacién con susceptibilidad a desarrollar
reestenosis intra-stent. Aunque el SNP rs2910614G/C del miRNA-146a tiene un
efecto funcional en el pre-miRNA 146a y afecta su procesamiento, en este estudio
este gen no mostrd asociacion con reestenosis intra-stent. Desafortunadamente, el
numero de muestras obtenidas del servicio de hemodinamia del Hospital Juarez de
México fue de aproximadamente 35 implantados con stent, sin embargo, de ellos
s6lo 10 desarrollaron restenosis intra-stent, y debido a que se descompuso el equipo
gue evalla el grado de reestenosis no se pudo determinar si los 25 pacientes con
EAC implantados con stent no desarrollaron reestenosis intra-stent. Por otro lado,
debido a que el tamafio de muestra fue bajo, se procedié a obtener muestras del

Instituto Nacional de Cardiologia, sin embargo, no pudimos obtener los datos
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clinicos d los pacientes, por lo cual no se pudo evaluar los rasgos clinicos de los

pacientes y su relacion con los genotipos del SNP rs2910164G/C del miRNA-146a.

CONCLUSION

De este estudio podemos concluir varias cosas. En primer lugar, es mas
frecuente la EAC y la reestenosis intra-stent en el sexo masculino que en el
femenino. Conocimos la frecuencia de los genotipos y alelos en casos y controles.
Por otro lado, este estudio no mostré asociacion genética entre el polimorfismo
rs2910614G/C y reestenosis coronaria intra-stent. Sin embargo, es necesario
ampliar en nimero de muestra para obtener resultados mas fidedignos y poder
establecer si realmente en la poblacion mexicana no existe asociacién entre la
variante genética del gen microRNA-146a y reestenosis intra-stent, lo que hablaria

de una diferencia en relacion a lo reportado en la poblacion caucasica.
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