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ABREVIACIONES
AAS Acido Acetil Salicilico

ACTP Angioplastia coronaria transluminal percutanea
ADP adenosina difosfato

AHA American Heart Association

Al angiotensina II

AMPc Monofosfato ciclico de adenosina

apo B apoproteina B

B-FGF Factor del crecimiento de los fibroblastos basico (B-FGF)
CCS Sociedad Cardiovascular Canadiense

CET catéter de extraccion transluminal

CML células musculares lisas

Cox ciclooxigenasa

CPK Creatinfosfocinasa

EC Enfermedades coronarias

ECA enzima convertidora de angiotensina

ECYV Enfermedades Cardiovasculares

EDCEF factor contractil prostanoide derivado del endotelio
EGF Factor de crecimiento epidérmico

eNOS Oxido Nitrico Sintasa endotelial

ERDF factor de relajacion derivado del endotelio
GM-CSF factor estimulante de colonias de granulocitos-macrofagos
HDL lipoproteinas de alta densidad

ICAM-1 moléculas de adhesion intercelulares

ICE enzima convertidora de IL1-B

IL-1 Interleucina 1

INF-y interferon gamma

iNOS oxido Nitrico sintasa inducible

LDL lipoproteinas de baja densidad

LDL-ox lipoproteina de baja densidad oxidada

M-CSF factor estimulante de colonias de monocitos
MCP-1 proteina quimiotéctica de monocitos-1

MMP metaloproteinasas



NF-kB factor de transcripcion kappa B

NHLBI National Heart Lung and Blood

NO oxido nitrico

NOS oxido nitrico sintasa

PAI-1 inhibidor de t-PA tipo 1

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa

PDGEF factor de crecimiento derivado de plaquetas
PGI,; prostaciclina

RFLP Restriction Fragment Length Polymorphism
REIS Restenosis intra-stent

TF Factor tisular

TNF-a factor de necrosis tumoral-a

TXA; tromboxano A,

TXB, tromboxano B,

t-PA activador tisular de plasminégeno

VCAM-1 moléculas de adhesion de células vasculares
VLDL lipoproteinas de muy baja densidad

VNTR. Numero variable de repeticiones en tandem



II. RESUMEN

La restenosis es una de las principales complicaciones de la implantacion de stents
coronarios. La frecuencia de restenosis varia segun el stent implantado, se sugiere que
esta diferencia en la respuesta a la implantacion del stent depende de factores genéticos
propios de cada individuo. Se sabe que el proceso de restenosis involucra de forma
importante al fendmeno inflamatorio. Se ha propuesto que las citocinas proinflamatorias
podrian jugar un papel importante en la fisiopatogenia de la restenosis, en particular se
ha reportado una expresion elevada de interleucina 1 (IL-1) en respuesta al dafio
vascular. Debido al papel de la IL-1 en la patologia vascular, a la importante
participacion del proceso inflamatorio en la restenosis y a la participacion de la IL- 1 en
las enfermedades inflamatorias cronicas, el objetivo del presente trabajo fue establecer
el papel que juegan los polimorfismos del gen de IL-1 y del antagonista de su receptor
en el desarrollo de la restenosis intra stents. Para esto estudiamos 6 sitios polimorficos
ubicados en los genes de IL-1 y en el antagonista de su receptor. Se incluyeron 114
pacientes, tratados con implantacion de stent, y con control angiografico 6 meses
después para determinar las caracteristicas de las lesiones y la presencia o ausencia de
REIS (obstrucciéon > 50% del diametro luminal). Los polimorfismos de IL-1 se
determinaron por técnicas moleculares. Las comparaciones entre los grupos se
realizaron usando la prueba de Chi cuadrada y el riesgo relativo se evalué como razén
de monomios. De los 114 pacientes incluidos, 40 presentaron REIS y 74 no presentaron
REIS. Al realizar el andlisis multivariado se encontraron como predictores
independientes de REIS la variante TT del alelo IL1-B511 (p<0.000). Estos resultados
sugieren que las variante previamente descrita del alelo IL1-B511 se asocia con la
presencia de REIS coronaria y es un factor predictor independiente sobre otras
caracteristicas clinicas y angiograficas.



1. INTRODUCCION

1.1 ENFERMEDAD DE LAS ARTERIAS CORONARIAS

Las ultimas estadisticas publicadas en el 2004 por la OMS calculan que cada afo
mueren 16,7 millones de personas en todo en mundo a causa de las enfermedades
cardiovasculares. Esto supone mas de un tercio de la mortalidad anual mundial. Casi la
mitad de las muertes anuales en la unidén europea son causadas por enfermedades
cardiovasculares (ECV) y de estas casi la mitad son por enfermedades coronarias (EC).

La OMS predice que para el afio 2020 habra 11,1 millones de muertes por ECV. Estas
predicciones sefialan que la mortalidad de ECV en todos los paises desarrollados se
incrementara un 120% en mujeres y un 137% en el caso de los hombres. Las
predicciones para las dos proximas décadas multiplican por tres la mortalidad existente
por ECV en Latinoamérica y el medio Oriente, un ratio de aumento que excede el de
cualquier otra region .

En México, la secretaria de salud en su ultimo reporte publicado en el 2005 sobre
defunciones por grupo de edad coloca a las enfermedades cardiacas, como la tercera
causa de muerte en edad productiva (15 a 64 afos) y la segunda causa en edad
posproductiva (65 afios en adelante) ®.

Los costes econémicos de las enfermedades cardiovasculares son diversos: desde el
coste individual y familiar que suponen los cuidados médicos y el tiempo de baja
laboral, hasta los costes que suponen para los gobiernos y la disminucion de la
productividad.

La patogenia de la enfermedad coronaria implica dos procesos independientes: la
aterosclerosis y la trombosis, que definimos como aterotrombosis, principal causa
subyacente de la manifestacion clinica de la ECV.

En los ultimos afos se han realizado muchos esfuerzos para intentar determinar de
forma no invasiva el riesgo de presentar un primer evento isquémico para poder realizar
correctamente estrategias de prevencion primaria y para identificar las personas con
mayores probabilidades de presentar un nuevo episodio coronario agudo (prevencion
secundaria). De esta forma se ha ido conociendo que ademas de los factores de riesgo
clasicos (tabaco, diabetes mellitus, hipercolesterolemia) la inflamacion tiene un papel
crucial en la aterogénesis y en la progresion rapida de la enfermedad coronaria @,

1.1.1 INFLAMACION Y ATEROSCLEROSIS.

La inflamacién se caracteriza por un desplazamiento de fluidos y células desde el
compartimento vascular hacia el tejido extravascular en respuesta a un estimulo nocivo.
Los estimulos inflamatorios inducen una reaccion sistémica conocida como ‘respuesta
de fase aguda’, que disminuird y desaparecera cuando el estimulo inflamatorio se
resuelva. Sin embargo, cuando el estimulo persiste se establece un proceso inflamatorio
cronico que puede ocasionar lesiones tisulares persistentes. Las células inmunologicas
involucradas en estos procesos son macrofagos, linfocitos y células plasmaticas, y la
lesion a nivel arterial ocasionada por la inflamacion es la aterosclerosis .



La aterosclerosis es un fenémeno patologico caracterizado por una respuesta
inflamatorio-proliferativa de la pared vascular a diferentes agentes lesivos. Las lesiones
ateroscleroticas progresan de manera cronica y asintomadtica a lo largo de los afios y
tardiamente pueden provocar sintomatologia clinica como resultado de una reduccion
cronica o aguda (aterotrombosis) de la luz arterial. Esta patologia afecta principalmente
la capa intima de las arterias de calibre mediano y grande, tales como la aorta, arterias
femorales, carotidas, cerebrales, coronarias y renales.

1.1.2 EL INICIO DE LA LESION: LA ESTRIA GRASA

Las primeras lesiones aterosclerdticas macroscopicamente visibles son las estrias
grasas, las cuales pueden ya manifestarse en la aorta y en las arterias coronarias durante
las primeras décadas de vida y consisten basicamente en una acumulacion de lipidos en
la intima vascular . El primer evento en la aterosclerosis es la acumulacion de LDL en
la matriz subendotelial (Fig. 1). Esta acumulaciéon es mayor si los niveles de LDL
circulante son mayores, y tanto el transporte como la retencion de LDL estan
aumentados. Las LDL difunden pasivamente entre las uniones de las células
endoteliales, y su retencion en la pared arterial parece que estd relacionada con las
interacciones entre un constituyente de las LDL, la apolipoproteina B (ApoB), y los
proteoglicanos de la matriz . Ademas, otras lipoproteinas que contienen ApoB
llamadas lipoproteinas(a) se pueden acumular en la intima y producir aterosclerosis. Las
lipoproteinas(a), particulas parecidas a las LDL pero que contienen un polipéptido
adicional que est4 ligado a la ApoB por un puente disulfuro, parecen ser particularmente
aterogénicas debido a sus efectos adicionales sobre la fibrindlisis y el crecimiento de las
células musculares .

Las LDL nativas no son captadas suficientemente rapido por los macrofagos para
generar las células espumosas, por lo que se ha propuesto que las LDL son, de alguna
forma, modificadas en la pared arterial. Asi, las LDL sufren modificaciones incluyendo
oxidacion, lipdlisis, protedlisis y agregacion, y estas modificaciones contribuyen a la
inflamacion y a la formacion de las células espumosas.

Una de las modificaciones mas significativas que producen la lesion temprana de la
pared vascular, es la oxidacion lipidica como resultado de su exposicion a las células
vasculares. Estas modificaciones, inicialmente, producen LDL oxidadas, con capacidad
pro-inflamatoria pero que no estan suficientemente modificadas para ser reconocidas
por los receptores barredores de macrofagos .



Algunos estudios recientes han demostrado que la interaccion de CD40 con su ligando
CD40L (CD154) contribuye de manera importante al desarrollo de las lesiones
avanzadas ", En un primer momento se reconocid que esta interaccion era esencial
para las reacciones inmunoldgicas en las que estaban implicadas las células T y B, pero
hoy se sabe que el CD40 también se expresa en los macrofagos, células endoteliales y
c¢lulas musculares lisas. Esta interaccion resulta asi, en la produccion de citocinas
inflamatorias, proteasas degradantes de matriz y moléculas de adhesion.

Existen diversos factores que contribuyen al desarrollo de las lesiones fibrosas,
incluyendo niveles elevados de homocisteina, la hipertension y las hormonas. Por una
parte, los niveles elevados de homocisteina parecen que dafian las células endoteliales y
que estimulan la proliferacion de las células vasculares musculares lisas 1% Por otra
parte, los efectos de la elevada presion arterial en la aterosclerosis parecen que estan
mediados por los componentes del sistema renina-angiotensina, por ejemplo, la
angiotensina II estimula directamente el crecimiento de las células musculares lisas y la
produccion de matriz extracelular. Ensayos llevados a cabo en ratas espontaneamente
hipertensas (SHR), indicaron que la presion sanguinea elevada estimula la expresion de
PDGF, un potente mitdgeno. En cuanto a las hormonas, los estrégenos tienen multiples
propiedades antiaterogénicas, incluyendo efectos sobre las lipoproteinas plasmaticas y
la estimulacion de prostaciclinas y de la produccion de NO %,

La infeccidn por citomegalovirus se ha asociado con la aterosclerosis y con la restenosis
tras una angioplastia. El posible mecanismo propuesto es la estimulacion de la
migracion de las células musculares por el receptor US28 del virus @0

1.1.6 LESIONES AVANZADAS Y TROMBOSIS

La aparicion de los eventos coronarios tromboticos se ha asociado principalmente con la
composicion y vulnerabilidad de la placa mas que con la severidad de la estenosis
(Figura 4). Las placas que son vulnerables tienen generalmente capas fibrosas delgadas
un numero considerable de células inflamatorias. Las células T, por ejemplo, producen
IFN-y que inhibe la produccion de matriz y los macrofagos producen varias proteasas
que la degradan, incluyendo colagenasa intersticial, gelatinasa y estromolosina “". La
ruptura de la placa ocurre frecuentemente en los bordes de la misma, ricos en células
espumosas, sugiriendo que los factores que contribuyen a la inflamacion pueden
también influir en la trombosis. Asi, es notable que la incidencia de infarto de miocardio
o de accidentes vasculares aumenta durante las infecciones agudas %

La estabilidad de las lesiones aterosclerdticas puede también estar influenciada por la
calcificacion y la neovascularizacion, rasgos ambos de las lesiones avanzadas. La
calcificacion de la intima es un proceso en el que células parecidas a pericitos secretan
una estructura matricial que subsecuentemente se va calcificando, siendo semejante a
una formacién 6sea. Este proceso esta regulado por oxiesteroles y citocinas ©2. El
crecimiento de pequenios vasos desde la media, puede constituir un conducto para la
entrada de células inflamatorias .

La trombogenicidad de la lesion dependeria de la presencia del factor tisular, una
proteina clave en la iniciacion de la cascada de coagulacion. La produccion de este
factor por las células endoteliales y los macrofagos, estda aumentada por las LDL
oxidadas, las infecciones o por la interaccion CD40-CD40L en las células inflamatorias.



luminal significativo o restenosis angiografica, y para describir la recurrencia de signos
y sintomas de isquemia después de una angioplastia exitosa, o restenosis clinica.

1.2.1 DEFINICION ANGIOGRAFICA DE RESTENOSIS.

Uno de los obstaculos principales y mas resistentes a la hora de abordar el tema de la
restenosis es la falta de acuerdo respecto a una definicion angiografica que permita
disponer de una medida de la variacion de la intensidad de la estenosis en el periodo
evolutivo de una ACTP (Tabla I).

Tabla 1. Definiciones angiograficas de restenosis.
NHLBI 1 (Holmes Incremento > 30% de la estenosis en el momento del

1984) seguimiento angiografico con respecto a la inmediata tras la
ACTP.

NHLBI 2 (Holmes Estenosis < 50% inmediata post-ACTP que se incrementa

1984) hasta > 70% de severidad en el momento del seguimiento
angiografico.

NHLBI 3 (Holmes Incremento de la estenosis en el momento del seguimiento

1984) hasta llegar a ser < 10% de la que existia antes de la dilatacion.

NHLBI 4 (Holmes Perdida de <50% de lo ganado tras la ACTP.
1984)

Definicion 5 Estenosis < 50% inmediata post-ACTP que se incrementa

(Leimgruber 1986) hasta ser > 50% de severidad en el momento del seguimiento
angiografico.

Definicion 6 Deterioro en el momento del seguimiento angiografico de >

(Nobuyoshi 1988) 0,5 mm en el didmetro luminal minimo conseguido tras la
dilatacion.

Definicion 7 Deterioro en el momento del seguimiento angiografico de >

(Serruys 1988) 0,72 mm en el diametro luminal minimo conseguido tras la
dilatacion.

NHLBI 1, 2, 3 y 4 son los criterios de restenosis establecido por el National Heart
Lung and Blood Institute de EEUU.

Aunque existe un solapamiento entre las definiciones, no todos los pacientes que estan
incluidos en una definicion lo estan en las otras. A la hora de evaluar y comparar los
resultados de los diferentes estudios clinicos, nos encontramos con la gran limitacion de
que cada uno ha utilizado diferentes definiciones y metodologias para la deteccion y
definicion de la restenosis.

En la actualidad la definicion de restenosis mas aceptada es la presencia de estenosis
>50% del didmetro luminal en el seguimiento angiografico, medido por angiografia
cuantitativa.

1.2.2 RESTENOSIS CLINICA.

La restenosis se presenta en cierta medida en todos los individuos después de
intervenciones coronarias. Debido a que la extension del reestrechamiento angiografico
sigue una distribucion normal, todas las definiciones angiograficas de restenosis son
arbitrarias, a menos que estén ligadas a parametros clinicos. La recurrencia clinica de
restenosis coronaria se puede presentar como angina, prueba de esfuerzo positiva,
infarto agudo de miocardio o bien puede no dar lugar a sintomas. No existe una



correlacion estrecha entre la definicion angiografica de restenosis y la situacion clinica
del paciente. Se ha observado en diferentes estudios que la presencia o ausencia de
sintomas en el seguimiento tras una angioplastia tiene un valor limitado para detectar
restenosis angiografica. La restenosis esta presente en solo el 45-85% de los pacientes
sintomaticos, y presentan restenosis angiografica del 4-39% de los pacientes
asintomaticos.

En la practica clinica para la deteccion de restenosis se utiliza la prueba de esfuerzo.
Si se obtiene una prueba negativa la probabilidad de restenosis es baja. El valor
predictivo de la prueba de esfuerzo esta limitado por la elevada tasa de falsos positivo
(prueba positiva en ausencia de restenosis). Diversos estudios muestran que la
sensibilidad de la prueba de esfuerzos convencional es del 54%, con una especificidad
del 72% en la deteccion de restenosis. Con la utilizacion de trazadores isotopicos la
sensibilidad aumenta al 80% pero la especificidad se reduce al 52% *”. Debido a la
impresion de los signos clinicos y el bajo valor predictivo positivo de las pruebas de
deteccion de isquemia, la angiografia coronaria es la mejor evaluacion de restenosis,
ademas nos permite conocer el tipo de restenosis y la existencia de progresion de la
enfermedad aterosclerotica.

1.2.3 INCIDENCIA DE RESTENOSIS.

Los estudios de seguimiento angiografico han permitido conocer el tiempo de
desarrollo de la restenosis. Dos importantes estudios han evaluado de forma
longitudinal el fendmeno de restenosis mediante angiografia coronaria. Nobuyoshi y col
(1988) ® sometieron a angiografia secuencial a 229 pacientes al primer mes, 3, 6 y 12
meses de la realizacion de una angioplastia coronaria. Durante el primer mes el 11% de
los pacientes evolucionaron a restenosis. La mayoria de restenosis ocurrieron dentro de
los tres primeros meses (39% + 6%), con un ligero incremento hasta los seis meses
(45% = 6%). Estos mismos investigadores (1991) en estudios histolégicos demostraron
que la restenosis es predominantemente dentro de los 6 meses después de la
angioplastia.

En otro estudio seriado angiografico, Serryus y cols. (1989) @9 en 342 pacientes
observaron que la incidencia de restenosis dependia de la definicion utilizada. Sin
embargo, para cada definicion la mayoria de los casos de restenosis ocurrian dentro de
los tres primeros meses.

Los hallazgos de que la mayor tasa de restenosis ocurre dentro de los seis primeros
meses se basan en diferentes estudios con nuevas técnicas y estrategias que incluyen,
ademas del balon, procedimientos tales como la aterectomia coronaria y stent.

La definicion de restenosis utilizada es el factor mas importante que influira en la tasa
de la restenosis. Otros factores que se relacionan con la tasa de restenosis entre distintos
estudios son variables clinicas (presencia de enfermedad multivaso, angina inestable,
oclusion); asi como variables angiograficas (dilatacion en lesiones complejas o en
pequefios vasos).

En series con un gran numero de pacientes, la tasa de restenosis es del 30 al 40%. Asi,
en la serie de Nobuyoshi y cols., la restenosis a los seis meses en pacientes con



enfermedad de un vaso fue del 48%, siendo similar a la observada en la enfermedad
multivaso. En un estudio aleatorio con tratamiento antiplaquetario G0 1a tasa de
restenosis, definida como perdida del diametro luminal minimo > 50% de la ganancia
post-angioplastia, fue del 46%. En esta serie el seguimiento angiografico fue correcto.
Las pérdidas en el seguimiento son una de las causas mas importantes de una elevada
tasa de restenosis. Se considera que para evitar sesgos, el seguimiento angiografico debe
realizarse en el 80% de los pacientes.

1.2.4 PATOGENIA DE LA RESTENOSIS.

El tratamiento con balon de la aterosclerosis coronaria comporta la comprension de la
placa con formacion de fisuras, fracturas y pequefias disecciones que se producen en
los planos de menor grado de distensibilidad. Estas lineas de diseccion aumentan la luz
efectiva del flujo arterial, se extienden por la intima y llegan a penetrar hasta la media
en los casos en los que se rompe la lamina elastica interna. Al mismo tiempo la capa
media y la adventicia se distienden para acomodar el tamafio de la arteria a la del balon
completamente inflado.

El proceso de reparacion en la pared arterial de este dafio producido por el inflado de
baldn, es lo que conduce a la restenosis. Se caracteriza por una proliferacion neointimal
con migracion de células musculares lisas desde la capa media a la intima ©V.

Sobre la base de los datos obtenidos de modelos experimentales y de las evidencias en
patologia humana, observaciones angiograficas y de ecografia intravascular existen 4
mecanismos de restenosis. (Fig. 4).

Retraccién Elastica. Formacién y Organizacion de
Trombo Mural

N/

RESTENOSIS
Proliferacion Alteraciones Geométricas
Neointimal. Cronicas.

Figura 4. Mecanismos de restenosis.

1) Retroceso Elastico.

La retraccion elastica es una propiedad natural de los vasos intactos en respuesta a la
distension. El retroceso elastico sucede en los minutos-horas que siguen a la
angioplastia con balon, como consecuencia de las propiedades elasticas de la pared
vascular no dafiada en respuesta a su sobredistension. Diversos estudios han demostrado
que este retroceso precoz de la pared aumenta la posibilidad de restenosis. La perdida de



la luz del vaso >10% se asocia a una tasa de restenosis del 73%. Por el contrario,
cuando la perdida de luz es <10%, la tasa de restenosis es unicamente del 9% 32).

La aparicion de las endoprodtesis coronarias (stent) ha resuelto practicamente el
problema de retroceso elastico puesto que al poseer una estructura rigida permite
obtener una mayor ganancia luminal con un retroceso elastico minimo o inexistente 2.

2) Formacién y organizacion del trombo mural.

El endotelio vascular juega un papel importante en la regulacion del tono vasomotor, la
trombosis y la inflamacion mediante la liberacion de sustancias vasoactivas. La lesion
endotelial que ocasiona la angioplastia coronaria provoca la perdida de estas
propiedades antitrombdticas, aumenta la secrecion de factores procoagulantes (trombina
y factor tisular) y estimula la trombogénesis.

Uno de los factores principales en el proceso de formacion del trombo es el desgarro de
la lamina eléstica interna y de la media por el balon. Esto provoca la liberacion de los
constituyentes de la pared y los componentes de la matriz extracelular al torrente
sanguineo, lo que ocasiona la liberacion de las plaquetas y sus sustancias vasoactivas
tanto endoteliales como intraplaquetarias (tabla II). Las plaquetas activadas liberan las
sustancias almacenadas en sus granulos alfa, que estimulan la vasoconstriccion, la
quimiotaxis y la activacion de plaquetas vecinas. La agregacion plaquetar activa la
produccion de numerosos factores que parecen ser los responsables de la estimulacion,
migracion y proliferacion de las células musculares lisas ©*. Ademas, las plaquetas
agregadas aceleran la conversion de protrombina en trombina, la cual participa en la
formacion del trombo, la migracion de monocitos y neutrédfilos; y en la estimulacion
de la liberacion de endotelina y factor tisular endotelial, que tiene efecto mitdogeno sobre
las células musculares lisas®?.

Tabla II. Parametros relacionados con la proliferacion intimal.

e TROMBINA

e TROMBOXANO A,

e SEROTONINA

e INHIBIDOR DEL ACTIVADOR DEL
PLASMINOGENO (PAI-1)

e FACTOR DEL CRECIMIENTO DERIVADO
DE LAS PLAQUETAS. (PDGF)

e FACTOR TRANSFORMADOR DEL B-
CRECIMIENTO (TGF-B)

e FACTOR DEL CRECIMIENTO DE LOS
FIBROBLASTOS BASICO (B-FGF)

e FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO

(EGF)
e INTERLEUCINA I
e PROTEINA QUIMIOTACTICA

MONOCITARIA-1 (MCP-1)

PDGEF: potente mitdogeno para células de origen
mesénquimal.



La intensidad de la respuesta trombogénica depende del grado de dafio vascular, del
area de la superficie arterial expuesta, y del tipo de substrato. Estos parametros
condicionan a su vez la respuesta reparativa neointimal ©*.

3) Proliferacion neointimal.

Esta fase final de la cicatrizacion vascular corresponde a la proliferacion de las células
musculares lisas y a la acumulacion de matriz extracelular producida por las mismas.
Las células musculares de la media son activadas por los factores quimiotacticos
anteriormente mencionados. Ademas, la distension de la pared arterial es un potente
estimulo para la activacion y crecimiento de las células musculares lisas “®. Estas
células una ves activadas sufren una transformacion fenotipica caracteristica, pasan de
forma contractil a una secretora, que es la responsable de la secrecion de la matriz
extracelular (proteoglicanos), base de la hiperplasia intimal (Fig. 5).

Posteriormente las células musculares lisas migran a través de fisuras en la lamina
elastica interna hacia la intima. El tiempo de duracion de esta migracion hacia la intima
no se conoce. Existen pocos estudios que identifiquen las moléculas implicadas en este
proceso. La migracion celular probablemente se inicia con el reconocimiento de
proteinas de la matriz extracelular por los receptores de adhesion de superficie celular
conocidos como integrilinas. Estudios experimentales han demostrado que el bloqueo
de las integrilinas inhibe la migracion de las células musculares lisas ©7.
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Figura S. Patogenia de la hiperplasia neointimal

Se ha mostrado que cuando mas profundo y extenso es el dafio efectuado sobre la pared
arterial, se producen y liberan mas cantidad de factores de crecimiento, y en
consecuencia la respuesta proliferativa neointimal es muy extensa. ©* %,

4) Remodelado arterial y restenosis.



Se define remodelado a los cambios que se producen en el tamafo del vaso a los pocos
meses de realizacion de una angioplastia coronaria. En términos de preservacion de la
luz arterial, el remodelado arterial puede ser favorable (adaptativo) o desfavorable
(patologico) “°.

El remodelado perfecto seria aquel en que el area del vaso se expande en igual o mayor
medida que el area de hiperplasia intimal sin producirse pérdida de la luz del vaso. El
remodelado favorable ocurre cuando la expansion del vaso compensa solo parcialmente
el crecimiento intimal, produciendo una ligera disminucion del didmetro luminal. El
remodelado desfavorable o patologico ocurre cuando no existen cambios en el tamafio
de la pared arterial o aparece una constriccion del vaso con la proliferacion de la intima
e importante disminucion de la luz arterial “n,

Asi pues, el estrechamiento de la luz vascular después de una angioplastia coronaria
depende del remodelado y del crecimiento intimal.

En el caso de remodelado constrictivo el estrechamiento sera mayor que cuando se
;. . . C . 42
produce tnicamente proliferacion neointimal. .

1.2.5 DISPOSITIVOS MECANICOS PARA REDUCIR LA RESTENOSIS

El efecto beneficioso de la angioplastia se obtiene al aumentar la luz del vaso coronario
mediante inflado del balon a expensas de ocasionar fracturas y aplastamiento de la placa
arteriosclerdtica contra la pared arterial, asi como disecciones 6 fisuras de la capa
intimal y distension de la capa media. Con ello se consigue normalmente un aumento
de la luz vascular pero generalmente con una geometria endoluminal irregular y en
ocasiones suboptima ** *). Por otro lado, el dafio tisular ocasionado desencadena una
respuesta proliferativa de reparacion que contribuye a la restenosis del vaso. Asi pues, la
eficacia de la angioplastia esta limitada por diversos factores: la obtencion de una luz
inadecuada, el riesgo de oclusion aguda, y restenosis a largo plazo. Asimismo, a éstos
factores se deben afadir la imposibilidad de abordar determinadas lesiones. Debido a
estas limitaciones, ademas de la mejoria de las caracteristicas del catéter-balon de
angioplastia, se han desarrollado multitud de dispositivos con el fin de mejorar los
resultados primarios y prevenir la restenosis. En general, estos dispositivos se basan en
la extraccion de la placa aterosclerotica (aterectomia), el corte longitudinal y radial
"controlado" de la placa (cutting balloon), la disolucion del tejido (laser), y en la
prevencion del retroceso elastico y tratamiento de complicaciones tales como la
diseccion (stent).

1.2.5.1 Proétesis intracoronaria

La protesis intracoronaria ¢ stent ha comportado un gran avance en el campo del
intervencionismo coronario. La mayoria de modelos consisten en un tubo de acero
inoxidable cuya funcion es servir de andamiaje de la pared arterial, lo que fija el
segmento arterial dilatado y optimiza la geometria luminal. De todos los nuevos
dispositivos de revascularizacion percutanea, el stent es sin duda el que mas impacto ha



producido en el mundo de la cardiologia intervencionista, y estd cambiando las
indicaciones, estrategia y resultados del intervencionismo coronario.

Charles Dotter en los afios sesenta sugirid que la utilizacion de estructuras rigidas
intravasculares para " entablillar" las arterias dilatadas optimizaria su reparacion y su
permeabilidad a largo plazo. No obstante la implantacion coronaria de stents no fue
viable hasta mediados de los ochenta al desarrollarse nuevos sistemas de implantacion
con catéteres. El stent fue utilizado por primera vez por Sigwart en Lausana (Suiza) en
1986, y por Roubin y Schwartz en 1987 en los EEUU.

Al inicio de los noventa la experiencia inicial con el stent no fue muy favorable, debido
a dificultades técnicas de la implantacion y a la existencia de una alta tasa de oclusion
aguda y de complicaciones hemorragicas, derivadas del régimen de anticoagulacion
utilizado. Posteriormente la experiencia con el stent fue mejorando progresivamente. La
publicacion en 1994 de los estudios aleatorios BENESTENT y STRESS en los que se
comparaba la angioplastia convencional con el stent Palmaz-Schatz en lesiones de novo
respaldaron y favorecieron la expansion del stent. En ambos estudios quedd reflejado
que el stent reducia el numero de muertes, infartos de miocardio y nuevas
revascularizaciones. Asimismo, redujo la tasa de restenosis en las lesiones coronarias de
novo (32% versus 18%). No obstante la oclusion aguda y las complicaciones vasculares
asociadas a la anticoagulacion agresiva seguian siendo un problema.

La incorporacion de la ecografia intravascular en el laboratorio de hemodinamica puso
de manifiesto la falta de aposicion del stent a la pared vascular como consecuencia de
una implantacion con presiones bajas. La implantacion del stent a presiones superiores a
la nominal (>12 atmosferas) redujo de forma importante la tasa de oclusion aguda.

El stent Palmaz-Schatz fue el primero que se comercializo. Su principal inconveniente
era la rigidez y es que se debia de montar sobre el balon de angioplastia. En diversos
estudios, con la implantacion de este stent, se evidencio un numero menor de
complicaciones isquémicas agudas y una disminucion de la tasa de restenosis en
relacion con la angioplastia convencional “%.

En general, el stent ideal deberia recurrir cinco condiciones basicas: 1) bajo perfil y
alta flexibilidad longitudinal, 2) gran capacidad de expansion, 3) alta rigidez transversal
post-expansion, que neutralice la capacidad elastica de la pared del vaso, 4) maxima
resistencia a la corrosion y al efecto de flexidon-torsion de las contracciones cardiacas, 5)
alta biocompatibilidad para que la reaccion trombotica y la induccion de proliferacion
miointimal sean minimas. Sin embargo, en la actualidad es dificil que todas estas
propiedades se reunan en un mismo stent. Asi pues, por ejemplo, una mejoria de la
flexibilidad puede ir en detrimento de la fuerza radial del stent, y viceversa.

El stent se utiliza principalmente en cuatro situaciones clinicas:

1) En el tratamiento de la oclusion o amenaza de oclusion por diseccion
postangioplastia.

2) Electivamente en lesiones de novo para reducir la tasa restenosis.

3) Optimizacion del resultado angiografico obtenido con el balon.

4) Tratamiento de la restenosis después de una angioplastia previa.



1.2.5.2 Resultados del stent.

El empleo del stent en el tratamiento de la restenosis de las lesiones coronarias tratados
con angioplastia se basa en la hipdtesis de que la retraccion elastica y el remodelado
tardio de la pared arterial puede ser evitada con el stent.

Los estudios aleatorios en lesiones de novo, comparando los resultados con balon en
relacion con el stent, han sido fundamentales en la difusion del empleo del stent. Los
principales estudios son el BENESTENT, STRESS Y START, cuya metodologia es
similar, y todos ellos compararon la angioplastia convencional con el stent en lesiones
de novo. Un metadnalisis reciente “”) analizo las complicaciones mayores (muerte,
infarto y revascularizacion) a los 6 meses de seguimiento y el porcentaje de restenosis
angiografica de dichos estudios aleatorios. En los tres estudios analizados las lesiones a
tratar tenian un didmetro de referencia del vaso de al menos 3mm. El estudio
BENESTENT solo incluyo apacientes con angina estable, mientras que el 47% de los
pacientes del estudio STRESS y el 72% del estudio SART presentaban angina inestable.

Los resultados de este metaanalisis fueron que la incidencia de muerte e infarto agudo
de miocardio fue similar en ambos grupos (seguimiento de 6 meses). En cambio, la
necesidad de una segunda revascularizacion fue inferior en los pacientes tratados con
stents, observandose una reduccion del 35% en este grupo de pacientes. Se objetivo una
reduccion de la tasa de restenosis del 31% con el stent frente al balon convencional en
este tipo de lesiones.

1.2.6 RESTENOSIS INTRA-STENT.

La restenosis intra-stent se define como la aparicion de una reduccion de luz >50 % en
el interior del stent. La verdadera prevalencia de restenosis intra-stent no esta
establecida “®. Analizando las series con mayor namero de casos incluidos y con un
seguimiento angiografico sistematico, la incidencia global de la restenosis intra-stent se
puede cifrar de alrededor del 28%, oscilando segun las series entre un 9,9 % y un 32,8
% . Esta gran variabilidad se ve influida principalmente por el tipo de lesiones
abordadas. Las series que incluyen arterias de un calibre <3 mm el porcentaje de
restenosis se incrementa (32%-47%), y si ademads se incluyen lesiones largas (>15mm)
esta incidencia puede alcanzar una tasa de restenosis del 58%.

Existen diferentes patrones de restenosis intra-stent, observandose una respuesta
diferente al tratamiento segin el patron. Se han usado varias clasificaciones segun la
longitud ¢ proporcion del stent restenosado, la mas utilizada clasifica las restenosis en
focales 6 difusas. Se define restenosis focal cuando la longitud de la restenosis es <10
mm y difusa cuando dicha longitud es >10mm ©”. Las restenosis difusas se han
subdividido en intra-stent, cuando solo afectan al interior del stent y en proliferativa
cuando ademas afectan también al segmento de referencia (distal 6 proximal).

Estudios histologicos en animales han mostrado que el crecimiento intimal esta
relacionado con el trauma que sufre la pared del vaso durante la implantacion del stent.
En un modelo porcino, Schwartz y cols (1992) describieron una clasificacion
histologica con 4 niveles de dafio dependiendo de la profundidad de penetracion del



stent. Estos autores observaron una correlacion significativa entre la hiperplasia intimal
y el dafio vascular post-angioplastia (r=0,85). Esta correlacion fue confirmada en otro
estudio similar realizado por Carter y cols con un coeficiente de correlacion de r = 0.72
©D_ Asimismo, se ha observado que comparado con el balén, la aterectomia u otras
técnicas consiguen una importante ganancia aguda, pero es a expensas de un importante
dafio de la pared. Ello se traduce durante el seguimiento en un aumento proporcional de
la respuesta proliferativa, asociado habitualmente a un remodelamiento negativo de la
pared arterial, ocasionando una reduccion importante de la luz a los seis meses. La
implantacion de stent previene el recoil y el remodelamiento negativo. Sin embargo, la
perdida de luz tardia durante el seguimiento también es importante.

1.2.6.1 Factores predictivos de aparicion de restenosis intra-stent.

Se han determinado diversos factores relacionados con la aparicion de restenosis intra-
stent. Dentro de los factores clinicos el més consistente en todos los estudios es la
diabetes mellitus “». Con relacion a los factores angiograficos, los mas frecuentemente
identificados han sido la longitud de la lesion, el calibre de vaso y la localizacion de la
lesion en la arteria descendente anterior. Los factores predictivos relacionados con el
procedimiento han sido, un menor diametro luminal minimo post- procedimiento y la
implantacién de multiples stent en la misma arteria ®*. Las dimensiones finales del
stent son un factor predictivo importante de restenosis intra-stent. Inflados progresivos
del balon a altas presiones permiten un aumento del diametro luminal minimo intra-
stent y una mejor aposicion del stent. Algunos investigadores han sugerido que la
implantacion a altas presiones puede aumentar la pérdida tardia y favorecer la restenosis
intra-stent. Estudios realizados en humanos, con ecografia intravascular, han encontrado
una correlacion moderada entre el area de hiperplasia intimal y el engrosamiento intimal
con el producto tamafio balon / tamafio arteria por maxima presion de inflado.

En resumen, los stent se han convertido en una herramienta comun de la cardiologia
intervencionista y las indicaciones aceptadas para su implantacion han ido
incrementandose progresivamente. El factor limitante principal en las lesiones que son
abordables es la restenosis tardia del stent. Ello ha influido en que la investigacion en
este terreno sea multidisciplinaria, dinamica y adaptativa al intervencionismo coronario.
La incorporacion de nuevas técnicas, como la implantacion del stent sin predilatacion,
es un nuevo paso hacia delante en el intervencionismo coronario. Sin embargo, se
desconoce el impacto que puede tener dicha técnica sobre el fendmeno de restenosis.

1.2.7 INFLAMACION Y RESTENOSIS.

La indole inflamatoria de las placas de ateroma esta hoy fuera de toda duda ©¥, y cabe
pensar que la inflamacion también desempenia un papel relevante en la génesis de la
restenosis coronaria postangioplastia (ACTP). Los patdlogos han descrito, en efecto, la
presencia de infiltrados de células inflamatorias (monocitos/macréfagos) e inmunocitos
(linfocitos T) en el tejido restenosado %) y los estudios de seguimiento angiografico
han asociado la aparicion de la restenosis con la actividad inflamatoria previa o inducida
por la ACTP. Esta actividad inflamatoria se ha detectado clinicamente por la activacion
de los leucocitos circulantes (monocitos y polimorfocelulares), que expresan moléculas
de adhesion en la superficie celular ©®, el aumento de las citocinas proinflamatorias, y
en particular la interleucina 1, 6 y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), producido
por los monocitos activados 2 | y por el incremento de las proteinas reactantes de la



fase aguda, como la proteina C reactiva sintetizada en el higado por efecto de la IL-6. Se
desconoce, sin embargo, el origen y la naturaleza de esta inflamacion, asi como su
comportamiento a largo plazo, aunque se ha suscitado recientemente la posibilidad de
que la actividad inflamatoria/inmunitaria pudiera estar relacionada con una infeccion
local o sistémica, un fenémeno trombdtico o un proceso inmunoldgico especifico
sobreafiadido Y.

Diversos estudios han encontrado un aumento de las concentraciones de IL-6, y TNF-
a a las 24-48 h, lo que revela la aparicion de la conocida reaccion inflamatoria aguda
inducida por el traumatismo vascular, en la que estdn implicados una serie de
fenomenos en cadena. Esta reaccion de fase aguda es similar a la descrita en pacientes
con angina inestable 9 El aumento de IL-6 y TNF-o post-ACTP presenta una
excelente correlacion con los valores basales previos a la intervencion,
independientemente de que se implante un stent o se practique arterectomia. Esto
sugiere que la intensidad de la respuesta aguda podria ser considerada un fiel reflejo de
la sensibilidad del sistema inflamatorio/inmunitario a los estimulos responsables de la
inflamacion. La actividad leucocitaria basal se ha encontrado aumentada en algunos
casos, lo que podria corresponder a la presencia de un proceso inflamatorio crénico de
fondo, de baja intensidad, que se ha sospechado que desempefia un papel etiologico en
la cardiopatia isquémica ©°.

Entre los hallazgos mas relevantes han sido la comprobacion, de que los pacientes que
desarrollan restenosis presentan un aumento de la actividad inflamatoria que persiste a
los 4-6 meses de la intervencion, a juzgar por el incremento de monocitos activados
(células inflamatorias) y linfocitos T citotoxicos circulantes (células inmunitarias). Los
linfocitos T se han descrito también en la fase aguda de la ACTP y en pacientes con
angina inestable ", La persistencia de este estado inflamatorio crénico podria ser la
causa de la progresion de la restenosis, como ha sugerido la frecuente observacion de
monocitos/macrofagos y de linfocitos T, la mayoria de tipo citotdxico/supresor, en el
tejido de la restenosis, similar a la descrita en todo tipo de lesiones de ateroma.

La magnitud de este aumento tardio también parece estar relacionada con la actividad
leucocitaria de fondo, previa a la ACTP. Esta hipersensibilidad persistente seria
superponible a la descrita en los monocitos a los 6 meses del episodio agudo de angina
inestable. Sin embargo, no existe ningin dato que permita explicar la persistencia de la
actividad inflamatoria.

Recientemente ha despertado gran interés la posibilidad de que los linfocitos T pudieran
formar parte de una respuesta especifica autoinmune, que potenciaria la inflamacion lo
cual estableceria cierto parentesco de la enfermedad coronaria con otras enfermedades
autoinmunes dependientes de los linfocitos T, como la artritis reumatoide G En apoyo
a esta hipotesis se ha comprobado que los linfocitos T en la placa de ateroma expresan
citocina IL-2 RS, lo que se considera un signo fehaciente de que estas células estan
activadas por antigenos especificos de la placa, y existe, por tanto, una respuesta
inmunitaria local. El aumento de los valores plasmaticos de IL-2 RS se ha descrito en la
angina estable o inestable, y se ha sugerido que esta elevacidon podria servir como
marcador de restenosis ©?.

Se ha sugerido que la activacion leucocitaria aguda podria tener lugar en la
microcirculacion a causa de episodios de isquemia-reperfusion, o de la aparicion de



necrosis, o cabria invocar la persistencia de una superficie inflamada en la coronaria
intervenida o en otras placas, ya que, al parecer, la activacion leucocitaria no se produce
durante el paso a través de una estenosis intacta.

La interleucina-1 es un mediador dominante de respuestas immunoinflamatorias, se ha
encontrado como determinante significativo de la hiperplasia intimal y se ha
demostrado que estimula la respuesta trombogénica en células endoteliales asi como la
produccion del factor de crecimiento derivado del endotelio. La angioplastia coronaria
evoca una marcada activacion de monocitos.

En cuanto a interleucina-1, se ha reportado al Alelo 2 del gene de IL-1ra asociado a una
incidencia mas baja de restenosis intrastent ©6) particularmente en pacientes mas
jovenes, esto ha apoyado la relacion de la inflamacion en el desarrollo de restenosis
después de la colocacion stent. Otro estudio ha reportado que IL-1ra esta asociado a
una reduccion significativa de neointima después de la lesion. Esto sugiere que las
terapias basadas en el antagonismo de IL-1 puedan modular la respuesta de la lesion de
la arteria.

1.3 INTERLEUCINA-1

La historia del estudio de la interleucina-1 (IL- 1) comienza a mediados del siglo XX,
cuando cientificos que trataban de explicar la relacion entre fiebre e
infeccion/inflamacion descubrieron proteinas que actuaban como pirégenos enddgenos.
El término interleucina fue creado para referirse a aquellas citocinas que median la
comunicacion entre leucocitos. El nombre IL-1 se asigné inicialmente a productos de
macréfagos, mientras que IL-2 se us6 para definir los productos de linfocitos .

A mediados de los afios 80, el uso de IL-1 recombinante permitié establecer que esta es
una citocina pleiotropica, mediadora de la inflamacion y de la respuesta inmune.
Actualmente se sabe que la IL-1 pertenece a una superfamilia de citocinas que lleva su
nombre, la mayoria con propiedades pro inflamatorias dada su habilidad para estimular
la expresion de genes asociados con la inflamacion Y. La IL-1B, por ejemplo, aumenta
la expresion de los genes de la ciclooxigenasa tipo 2 (COX2), la 6xido nitrico sintetasa
inducible (iNOS) y la fosfolipasa A tipo 2 (PLA2) ©*.

Se han descubierto diez moléculas ligandos del receptor de IL-1, pero s6lo cuatro tienen
funciones conocidas: tres agonistas (IL-1a, IL-18 e IL-18) y un antagonista del receptor,
IL-1Ra, el cual se une a los receptores de IL-1 sin producir transduccion de una sefial
(199) La ocurrencia natural de un antagonista del receptor especifico parece ser un caso
tnico en la biologia de las citocinas ©®. Los miembros de la superfamilia de IL-1 han
sido designados usando la expresion IL-1F para acufiar el concepto de familia; por
ejemplo, IL-1F2 corresponde a IL-18 ©” (Tabla VI).

Tabla VI. Miembros de la superfamilia de IL-1.

Nuevo nombre Nombre anterior Propiedad Cromosoma
IL-1F1 IL-1a Agonista 2q
IL-1F2 IL-1B Agonista 2q

IL-1F3 IL-1Ra Antagonista 2q



IL-1F4 IL-18 factor inductor de Agonista 2q

INFy, IL-1y
IL-1F5 IL-1Hyl, FIL-18, IL-1H,  Desconocida 2q
IL-1RPC, IL-1L1, IL-15
IL-1F6 FIL-1, IL-1¢ Desconocida 2q
IL-1F7 FIL-1&, IL-1H4, Desconocida 2q
IL-1RP1
IL-1F8 FIL-1h, IL-1H2 Desconocida 2q
IL-1F9 IL1-H1, IL1-RP2 Desconocida 2q
IL-1F10 IL-1Hy2, FKSG75 Desconocida 2q

1.3.1 GENES DE LOS LIGANDOS DE LA FAMILIA DE IL-1 Y SUS POLIMORFISMOS

La organizacion de intrones y exones de los genes de IL-1 sugiere la duplicacion de un
gen comun, hace alrededor de 350 millones de afios. Anterior a este gen comun IL-1,
debid haber existido otro gen ancestral a partir del cual también evolucionaron los
factores de crecimiento de fibroblastos (FGF), ya que estas proteinas comparten
homologias de aminoacidos, carecen de un péptido sefial y forman una estructura
terciaria de hojas B plegadas ©®.

Los genes de la mayoria de los miembros de la superfamilia de IL-1 estan localizados
en el brazo largo del cromosoma 2, en la region 2q12-q21. Los genes de la IL-1a, IL-18
e IL-1Ra estan separados aproximadamente 430 kb. Se estima que el gen de IL-18 esta
localizado entre 40 y 110 kb de IL-1a. La distancia entre IL-1a e IL-1Ra es entre 330 y
430 kb “” (Fig. 6).
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H esquema representa los brazos corte (p) v largo (g) del cromosoma 2. La linea indica la regicn del brazo largo que se describe en detalle.
Los genes de la IL-1e, IL-1B. & IL-1Ra estan separados aproxmadamente 430 kb. El gen de IL-1B esta localizado entre 40 v 110 kb de
IL-1lee. La distancia entre [L-1o e IL-1Fa es entre 330 v 430 kb.

Figura 6. Mapa de la region 2q12-q21.



La IL-1a e IL-18 son codificadas por dos genes distintos de longitudes diferentes (IL-
la=12 kb; IL-18=9,7 kb) con organizacion similar que comprende 7 exones. El mRNA
de la IL-1a tiene una longitud de 2-2,3 kb y el mRNA de la IL-18 una longitud de 1,6-
1,7 kb. A nivel de DNA ambos genes muestran una homologia de aproximadamente
45% 199 El promotor de la IL-18 es de 10 a 50 veces mas fuerte que el de la IL-1o. No
existen cajas TATA en la regién promotora del gen de IL-1a 7. Por el contrario, la
region promotora de IL-1B contiene una caja TATA, un motivo tipico de los genes
inducibles.

El gen de la IL-1Ra tiene 19.6 kb y 5 exones. Existen 3 isoformas conocidas de IL-1Ra:
IL-1Ra soluble glicosilado (sIL-1Ra) y dos formas intracelulares no glicosiladas (icIL-
IRal e icIL-1Rall). sIL-1Ra e icIL-1Ral provienen del mismo gen, mediante
transcripcion alternativa del primer exon. La expresion de sIL-1Ra e icIL-1Ral esta
regulada por 2 promotores distintos, localizados corriente arriba de cada uno de los
primeros exones alternativos con diferentes elementos reguladores de la transcripcion.
La regulacion de la expresion de icIL-1Ra es especifica de cada tipo de célula 7.

Los genes de la IL-18, otro miembro de la IL-1F, y de la proteina de union a la IL-18
(IL-18BP) estan localizados en el brazo largo del cromosoma 11, en la region 11q22.2-
g22.3. El gen de IL-18 esta compuesto de seis exones y cinco intrones, y mide
aproximadamente 19,5 kb 7).

1.3.2 ESTRUCTURA PROTEICA Y SECRECION.

La mayor fuente celular de IL-1, al igual que de factor de necrosis tumoral (TNF), son
los fagocitos mononucleares activados. Otras fuentes celulares incluyen neutréfilos,
queratinocitos y células endoteliales 7.

La producciéon de la IL-1 es inducida por productos bacterianos como el
lipopolisacarido (LPS) y otras citocinas como el TNF, la IL-2, la IL-3, la IL-12, factor
estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF), factor estimulante de
colonias de macrofagos (M-CSF), factor de células madre y factor de crecimiento
derivado de las plaquetas (PDGF). Otros inductores no microbianos de la secrecion de
IL-1 son: factores de injuria tisular (hiperosmolaridad, isquemia), sustancias
neuroactivas (sustancia P, anfetaminas), moléculas inflamatorias (PCR, a-1-antitripsina,
cristales de urato y de pirofosfato de calcio), factores de la coagulacion (plasminégeno,
trombina), lipidos (factor activador de plaquetas, LDL oxidadas) y algunos
medicamentos como anfotericina-B, bleomicina y colchicina, entre otros 79,

LaIL-la y la IL-1B son sintetizadas como precursores sin secuencia lider, es decir, que
carecen de una secuencia guia para definir la localizacion final del producto de la
traduccion ribosomal. El peso molecular de cada precursor es 31 kD. A diferencia de
IL-1Ra, el procesamiento de IL-la y de IL-1B hacia formas “maduras” de 17 kD
requiere de proteasas celulares especificas 7.

El precursor de la IL-la (prolL-la) tiene 271 aminoacidos y es sintetizado en los
ribosomas asociados a estructuras del citoesqueleto (microtiibulos), a diferencia de la
mayoria de proteinas que son traducidas en el reticulo endoplasmatico. ProlL-1a es
bioldégicamente activa y permanece en el citosol debido a la falta de un péptido sefial.



Intracelularmente, prolL-1a parece actuar a través de una sefial de localizacion nuclear
que se encuentra entre los residuos 70-85 de la region precursora. En la superficie
celular, IL-1a se encuentra unida a la membrana mediante una lisina miristoilada en la
region pro, esto ocurre tanto adentro como en la superficie celular. Cuando las células
mueren se libera pro-IL1a, que puede ser clivada por proteasas extracelulares 7%, La
forma madura de 159 aminoacidos también se puede producir por accion de enzimas
asociadas a la membrana y dependientes de calcio, llamadas calpainas (Figura 7). A
diferencia de la 1L-1B8, la IL-1a no se encuentra en la circulacién ni en los fluidos
corporales, excepto durante condiciones patolégicas "
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FIGURA 7. Sintesis de Interleucina-1a. El mRNA que codifica para pro-IL-1a es traducido en ribosomas asociados
a microtbulos. Pro IL-1a permanece en el citosol, donde ocurre un proceso de miristolizacion. Luego, pro-IL-1a es
translocada a la membrana celular donde puede ser clivada por calpainas mediante un proceso dependiente de calcio,
para que finalmente la IL-1a sea liberada como forma madura de 17 kD. Pro-IL-1a puede también ser liberada de una
célula apoptotica. Tanto la propieza de IL-1o (aminoacidos 1-115), la cual es liberada durante el clivaje, como la pro-
IL-1a pueden unirse al DNA nuclear.

Después de ser sintetizada, la IL-18 permanece primariamente en el citosol hasta ser
clivada y transportada fuera de la célula. La prolL-18 debe ser procesada por la enzima
convertidora de IL1-8 (ICE), también conocida como caspasa-1, para ser funcional. La
caspasa-1, ademas, esta implicada en procesos de apoptosis.

La propieza de IL-16 (aminoacidos 1-116) también esta miristoilada en los residuos de
lisina, pero a diferencia de la IL-1a, la prolL-18 no tiene forma de membrana y es solo
marginalmente activa. La liberacion de IL-1B madura parece estar asociada al clivaje
entre los residuos de acido aspartico-alanina (aminoacidos 116-117) por la ICE (Figura
8). Existen al menos cinco isoformas de ICE (ICE a, B, v, 9, €); ICEa esta implicada en
el autoprocesamiento del precursor de ICE y de prolL-1. La liberacion de IL-18 madura,
también requiere de la accion de ICE 7.
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FIGURA 8. Sintesis de IL-1p. mRNA que codifica para pro-IL-1p es traducido en polisomas en el citosol asociados
con microtubulos. Pro-IL-1f permanece en el citosol hasta ser clivada por la enzima convertidota de IL-1p (ICE).
Antes del clivaje, pro-IL-1p puede ser miristoilada para facilitar su localizacion en la membrana celular. ICE es
traducida en el reticulo endopldsmico como un precursor inactivo (pro-ICE), permanece citosolica y requiere dos
clivajes internos (también por ICE) para formar un heterodimero enzimaticamente activo. Luego, dos heterodimeros
forman un tetramero en asociacion con dos moléculas de pro-IL-1f y el clivaje ocurre. Después del clivaje la IL-18
de 17 kD es secretada al medio extracelular a través de un canal de membrana. La propieza de IL-1 (aminoacidos 1-
116) puede encontrarse tanto dentro como fuera de la célula. Una pequefla cantidad de pro-IL-1f puede ser
transportada en células intactas, presumiblemente a través del mismo canal. En ausencia de ICE, pro-IL-1f puede ser
clivado por proteasas extracelulares.

El precursor de IL-1B puede ser encontrado a nivel extracelular en modelos murinos con
inhibidores especificos de la ICE. Se cree que la pro-IL18 es liberada durante la muerte
celular y es procesada por proteasas extracelulares (gelatinasa-B, metaloproteinasas 2, 3
y 9) dando lugar a la forma madura biologicamente activa 7.

Al igual que los agonistas de la superfamilia de IL-1, IL-1Ra tiene una estructura
cristalografica de hojas B-plegadas. El sIL-1Ra es traducido como una proteina de 17-
kDa de 177 aminoacidos con una secuencia lider de 25 aminoacidos. Después del
procesamiento, que incluye clivaje de la secuencia lider y glicosilacion, ésta es
secretada por la via clasica de reticulo endoplasmatico —Golgi— vesiculas secretoras, al
ambiente extracelular. Las formas intracelulares del IL-1Ra no son glicosiladas, no
poseen secuencia lider y permanecen en un compartimento intracelular (Figura 9). El
icIL-1Ra II se deriva de la iniciacion alternativa de la traduccion a partir de mRNA de
sIL- 1Ra o mRNA de icIlL-1Ra II. Dos formas distintas de icIL-1Ra II han sido
descritas ®7.
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Figura 9. Sintesis de IL-1Ra. El transcripto primario de pro(s) IL-1Ra (la forma soluble de la proteina) es traducido
en el reticulo endoplasmico y transportado al aparato de Golgi. Después del clivaje de la secuencia llevadora, sIL-1Ra
es secretado de la célula. icIL-1Ra (forma intracelular) es traducido y permanece intracelularmente, donde se cree que
inhibe la union intracelular de IL-1a a receptores nucleares.

1.3.3 RECEPTORES

Los receptores de IL-1 (IL-1R) han sido reconocidos como parte de la superfamilia de
los receptores IL-1/Toll-Like (TLR), cuyos miembros participan en la respuesta inmune
innata y en la inflamacion. Esta superfamilia incluye también los receptores de la IL-18
y receptores para productos bacterianos como el LPS derivado de bacterias Gram-
negativas y el péptidoglicano derivado de las Gram-positivas.

Con base en la similitud de las secuencias en el dominio extracelular es posible dividir
la superfamilia IL-1R/TLR en subgrupos principales:

1. El primero de estos incluye el miembro fundador IL-1R1 y los demas receptores
de IL-1. Todos los miembros de este subgrupo contienen dominios
extracelulares de inmunoglobulina.

2. El segundo subgrupo se caracteriza por la presencia de series de repeticion de
leucina (LRRs) en lugar de dominios Ig extracelularmente. El miembro fundador
de este grupo es Toll.

3. El tercer subgrupo comprende proteinas citosolicas con dominios TIR, que
acttian como adaptadores. Este subgrupo incluye MyD88, dMyD88, xnMyD8S8,
Mal y TRIF ®2).

La familia de receptores de IL-1 esta formada por 9 miembros, algunos de los cuales
permanecen todavia como receptores huérfanos. Como se muestra en la Tabla VIII, la
nomenclatura de estos receptores se basa en el orden de su descubrimiento. La proteina



ligadora de IL-18 (IL-18BP) no se incluye en la lista de estos receptores debido a que no
se fija a la célula a través de un dominio transmembranal. Probablemente, la IL-18BP
representa el receptor sefiuelo de IL-18 que antes estaba unido a la membrana, en forma
similar al receptor sefiuelo de IL-1 (IL-1RII). La existencia de estos receptores sefiuelo
es un fendmeno unico dentro de las citocinas V.

La IL-1 se une a dos tipos especificos de receptores membranales con consecuencias
diferentes para la célula blanco: la uniéon de IL-1 con el receptor tipo I (IL-1R1) produce
un cambio conformacional del receptor generando la transduccion de una sefial, en tanto
que el receptor tipo II (IL-1R2) capta la IL-1, pero no produce sefial. El receptor tipo I
(IL-1RI) es responsable de todos los efectos biologicos de IL-1. Este receptor es una
glicoproteina transmembranal monomérica de 80kDa, que se expresa constitutivamente
en los linfocitos T, fibroblastos, condrocitos, células endoteliales y células de musculo
liso. La union de IL-1 a IL-1RI es necesaria pero no suficiente para producir actividad
bioldgica. La transduccion de la sefial a través de IL-1RI requiere el reclutamiento de la
proteina accesoria del receptor de IL-1 (IL-1RacP). Esta es una proteina de 570
aminoacidos, homologa de ambos receptores ®%.

A pesar de ser el ligando con mayor afinidad por IL-1RI, IL-1Ra no activa la asociacion
con IL-1RacP, por lo cual no desencadena transduccion de la sefial. La IL-18 es el
ligando con menor afinidad por la forma de membrana de IL-1RI. ®

El IL-RII es una glicoproteina de 68-kDa con un dominio intracitoplasmatico pequefio,
en comparacion con IL-1RI. Se expresa en las mismas células que IL-1RI, con
excepcion de las células endoteliales. El IL-1RII no puede transducir una sefal y
compite con IL-1RI por IL-1. Ademas, compite por la dimerizacion con IL-1RacP,
sustrayendo esta proteina de los complejos de sefializacion IL-1/IL-1RI. Esta funcion
regulatoria de IL-1RII puede ser especialmente relevante a bajas concentraciones de IL-
1, particularmente de IL-18, debido a que es el ligando que se une con una mayor
afinidad a IL-1RII. La afinidad de IL-1Ra por este receptor es la mas baja de los tres
ligandos. ¢

La IL-1 es una potente citocina inflamatoria e inmunorreguladora. La produccion y
liberacion prolongada de IL-1 y sus efectos bioldgicos, pueden aumentar el riesgo de
dafios patologicos. Por lo tanto, la produccion de IL-1 debe estar fuertemente regulada a
distintos niveles incluyendo la produccion, disponibilidad en el sitio de inflamacion y
funcion bioldgica mediada por receptores. A bajas concentraciones de IL-1, el exceso
relativo de IL-RII vs. IL-RI captura las pocas moléculas de IL-1 disponibles y por lo
tanto, no hay sefalizacion. La expresion de IL-1RII puede ser modificada por diversas
sefiales externas. Los agentes antiinflamatorios (IL-4, IL-13, glucocorticoides) pueden
regular positivamente la expresion de IL-1RII aumentando la sintesis de novo ®”

Las formas solubles de IL-1RI e IL-1RII se producen por proteolisis de los dominios
extracelulares de los receptores de membrana. Una metaloproteinasa aun no identificada
es la responsable del clivaje de los dominios extracelulares de IL-1RI e IL-RII. Estas
formas solubles pueden ser detectadas en el suero y la orina de personas sanas y
también en diferentes fluidos inflamatorios, donde funcionan como amortiguadores
naturales de IL-1a, IL-1B ¢ IL-1Ra ®¥).



Los niveles de sIL-1RII son levemente mas altos que los de sIL-1RI, tanto en sujetos
saludables como en condiciones patologicas. La afinidad de los receptores solubles por
IL-1 e IL-1Ra es igual a la de las formas de membrana. Es decir, que para el sIL-1RI el
ligando de mayor afinidad es IL-1Ra y el de menor afinidad es IL-18, y a la inversa para
SIL-1RIT ®,

El receptor de IL-18 (IL-18R), consiste de dos subunidades: una cadena de sefalizacion,
IL-18Ra, y una cadena de union, IL-18RB. Después de la formacion de la union de IL-
18 a IL-18Ra, la cadena B es reclutada al complejo. La union de IL-18 a la cadena B, no
ocurre sin la union previa del ligando a la cadena a. La coexpresion de estas dos cadenas
s6lo se da en células Th1 ©

La proteina ligadora de IL-18 (IL-18BP), funciona como un receptor sefiuelo de IL-18.
Este es un receptor soluble, que aparentemente ha perdido su dominio transmembranal y
que actiia en forma similar a sIL-1RI y sIL1-RII1. La alta afinidad de IL-18 por la
proteina ligadora, asi como las altas concentraciones de esta proteina en la circulacion
hacen que la mayoria de la IL-18 se encuentre unida a IL-18 BP en sujetos sanos y
enfermos “!%%.

1.3.4 FUNCION BIOLOGICA.

La interleucina-1 (IL-1a e IL-18) es la citocina “multifuncional” prototipica. La IL-1
afecta a casi todos los tipos celulares y a menudo actiia en conjunto con otras citocinas
o pequefias moléculas mediadoras. Ademas, es considerada la citocina pro inflamatoria
mas importante junto con el TNF ©® y la accién de estas citocinas es en gran parte
redundante.

Experimentos in vitro e in vivo han mostrado multiples efectos bioldgicos tanto de IL-
la como de IL-1B, sin mucha especificidad. La base para la gran variedad de
propiedades de la IL-1 es el efecto de esta tinica citocina en la expresion de varios
genes, como es el caso de aquellos genes inducibles que responden a retos endogenos o
exogenos. Esto incluye la habilidad de IL-1a e IL-16 para aumentar la expresion de la
familia de genes de IL-1. En forma similar, los genes de otras citocinas inflamatorias,
factores de crecimiento de linfocitos, factores estimuladores de colonias y factores de
crecimiento mesenquimal, son estimulados por IL-1. En contraste, algunos genes
expresados constitutivamente son regulados negativamente por IL-1.

La expresion aumentada de COX2, iNOS y PLA2, induce la produccion de
prostaglandina E2, 6xido nitrico y factor activador plaquetario, respectivamente. Estos
mediadores son responsables de los principales efectos biologicos de IL-1, que
incluyen: aumento de expresion de moléculas de adhesion celular en los sitios de
inflamacion, activacion de fagocitos, coestimulacion de células presentadoras de
antigenos y linfocitos T, proliferacion de linfocitos B, hematopoyesis y resorcion dsea.
La IL-18, como muchas otras citocinas, actiia tanto en la inmunidad innata como en la
adquirida O,

La IL-18 induce la proliferacion de clones Thl y regula positivamente la expresion de
IL-2Ra y la produccion de IFN-y, TNF-a y GM-CSF por estas células. Ademas de su



funcidn coestimuladora de citocinas Thl, la IL-18 aumenta la citotoxicidad de las
células T ¥ y estimula la expresion de Fas ligando en las células asesinas naturales
(NK). También actua directamente como una citocina pro inflamatoria induciendo las
quimiocinas CC y CXC, IL-8 ¢ IL-18 en si misma “''”. Esta citocina tiene accion
sinérgica con IL-12.
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2. JUSTIFICACION

Gran parte de la variabilidad del genoma humano se atribuye a los SNPs. La elevada
frecuencia de SNPs encontrada en el genoma humano (uno por cada 1.000-2.000 pares
de bases) hace que sean de gran utilidad en la caracterizacion de rasgos fenotipicos y en
el estudio de enfermedades '*”. En los tultimos afios se ha propuesto que los SNPs
supondrian la nueva generacion de marcadores para la identificacion de locus asociados
a patologias complejas, y se han utilizado en enfermedades como la hipertension
arterial, insuficiencia cardiaca, enfermedad coronaria, diabetes y recientemente con la
restenosis. El andlisis de la posible asociacion de SNPs con el mayor riesgo de
desarrollar enfermedades como la restenosis es uno de los principales retos, asi como la
posible relacion con la respuesta a farmacos y con la aparicion de efectos adversos.

Desde que fue demostrada la reduccion de la tasa de restenosis con stent en
comparacion con la angioplastia coronaria con balon, su utilizacion se ha incrementado
en forma exponencial. Aunque la tasa de restenosis es menor, esta continua siendo un
problema terapéutico no resuelto.

La etiologia de la restenosis ha sido objeto de intenso estudio durante las ultimas
décadas. Dado que los factores de riesgo clasico s6lo explican a lo sumo la mitad de los
casos, se estdn buscando nuevos factores etioldgicos en el ambito de la genética
molecular. Los polimorfismos son mutaciones del ADN, que apenas alteran la funcion
de la proteina codificada, pero son frecuentes y pueden ser un factor de riesgo genético
cuando el organismo se enfrenta a determinados factores de riesgo ambientales. Los
recientes avances en biologia molecular han facilitado la deteccion de numerosos
polimorfismos que pueden tener un efecto patdgeno, y han hecho pensar en la hipotesis
de que la suma de polimorfismos desfavorables y un marco ambiental propicio puede
facilitar la aparicion de enfermedades tipicamente poligénicas y multifactoriales.

En la actualidad se implantan stents en mas del 80% de las lesiones tratadas por PCI y
se tiene una tasa de REIS de alrededor del 20% para stents convencionales. Esta
respuesta parece deberse en parte a diferencias genéticas entre los individuos. El definir
marcadores genéticos que permitan predecir REIS en pacientes es fundamental para
intentar mejorar las decisiones de tratamiento asi como la vigilancia de los pacientes de
alto riesgo.

Son pocos los estudios que han investigado la asociacion de los polimorfismos de I1L-1
con el riesgo de padecer restenosis intra-stent. Entre los polimorfismos que se han
estudiado esta el IL-1B -511 C/T  del cual no se ha encontrado asociacion en otras
poblaciones *”, TL-IRN-VNTR en donde se encontré que el alelo 2, es protector para
restenosis *Y.  Hasta ahora se desconoce la influencia de estos polimorfismos en la
poblacion Mexicana, en el desarrollo de restenosis intra-stent.
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3. HIPOTESIS

Considerando que la patogénesis de la restenosis después de la colocacion del
stent coronario tiene un componente inflamatorio importante, se espera que los
polimorfismos del gen de IL-1 y del antagonista de su receptor confieran susceptibilidad
al desarrollo de restenosis intra-stent.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Analizar la posible asociacion de algin polimorfismo especifico en gen de IL-1
y del antagonista de su receptor con restenosis intra-stent en la poblacién mexicana.

4.2 Objetivos particulares

1. Identificar y establecer la frecuencia y distribucion de los polimorfismos del gen
de IL-1f (IL-1B-511), IL-1F10 (IL-1F10.3) y del antagonista de su receptor
(R/NAT>C, RN.6/1IC>T, RN.6/2C>G, IL-IRVNTR).

2. Comparar la frecuencia y distribucion de los distintos alelos detectados en los
pacientes con restenosis y los que no la presentan
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S. MATERIAL Y METODOS

Para este estudio se reclutaron un total de 114 individuos mexicanos a quienes se les
implant6 un stent coronario en el Instituto Nacional de Cardiologia en el ultimo afo y
de los cuales se tuvo un seguimiento de control angiografico al menos 6 meses después
de su intervencion. La poblacion se dividié en dos grupos: el primer grupo se formo con
40 individuos con restenosis y el grupo control con 74 pacientes que no la presentaron
y lo mas similares, en cuanto a habitos al primer grupo. El grupo incluira 40 pacientes
con restenosis y 74 pacientes que no la presentaron. Todos los individuos que
participaron en los estudios dieron su consentimiento previo.

4.2 CRITERIOS DE INCLUSION:
. Pacientes mexicanos.
« Antecedente de colocacion de al menos un stent sobre un vaso nativo
coronario en el Instituto Nacional de Cardiologia en los ultimos 30 meses.
« Realizacion de coronariografia de control al menos 6 meses después de la
intervencion.
. Localizacion del expediente completo y de los angiogramas coronarios.

4.3 CRITERIOS DE EXCLUSION:
« Incapacidad de comparacion de las coronariografias.

Los angiogramas del intervencionismo y de control se evaluaron para determinar
presencia de restenosis, por dos médicos adjuntos al servicio de hemodindmica del
instituto, que no hayan participado en los cateterismos del enfermo.

Definicion operacional: estenosis mayor al 50 % dentro o 2 mm., adyacentes a los
bordes externos de un stent. Pérdida mayor al 50 % del lumen obtenido durante la PCI.

4.4 Extraccion del DNA: Aislamiento y purificacion del DNA total. Se extrajo a
partir de sangre periférica mediante la técnica de expulsion salina. E1l DNA se cuantifico
en un espectrofotdmetro y se llevo a una concentracion de 200ng/pl para ser utilizado.

4.5 Determinacion del polimorfismo del gen IL-1p (IL-1B-511) y del antagonista de
su receptor (RN.6/2C>G). Ambos polimorfismos se determinaron por la técnica de
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism). Los sitios polimérficos fueron
amplificados utilizando iniciadores especificos (Tabla 6). La reaccion de PCR
(Amplificacion) se realizo en un equipo PCR System 9700 (Perkin Elmer Applied
Biosystems, USA), con las siguientes condiciones de amplificacion
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30 Ciclos

Los fragmentos obtenidos fueron digeridos utilizando las enzimas de restriccion Ava I
y Fok I respectivamente, durante 4 horas a 37°C. Los tamafios fueron verificados en
geles de agarosa al 3%. La asignacion de los alelos se realizo al comparar con un
marcador de peso molecular conocido.

4.6 Determinacion del polimorfismo del gen IL-1F10 (IL-1F10.3) y del antagonista
de su receptor (RN.4T>C, RN.6/1C>T). Cada sitio polimorfito fue amplificado
usando la técnica de restriccion en cadena de la polimerasa (PCR), utilizando un
Termociclador EP GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) con las
siguientes condiciones de amplificacion

30 Ciclos

72°

El amplificado fue purificado a través de una exonucleasa (EXOSAP-IP, clean-up, USB
Corporation, USA), posteriormente se llevo a cabo una PCR de secuenciacion
utilizando los primers especificos para cada region (Tabla 6) con Big Dye Terminador
v3.1(Applied Biosystems) posteriormente las muestras fueron purificadas por medio de
columnas de Sephadex G-50 Fine (Amersham Biociences), el producto de la
purificacion se desnaturalizo con formamida por un periodo de 5 minutos a 95°C, estas
muestras fueron analizadas en un secuenciador 3130 con un arreglo de 36cm y polimero
POP-7 (Applied Biosystems).

4.7 Determinacion del polimorfismo IL1IR VNTR. Se determino por medio de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando las siguientes condiciones de
amplificacion

II
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Los fragmentos obtenidos fueron visualizados en geles de agarosa al 2% tefiidos con
bromuro de etidio. La asignacion de los alelos se realizo al comparar con un marcador
de peso molecular conocido.

IL-1B IL-1B-511 5-ACTTAAGTTTAGGAATCTTCCCACT-3’
5'GAGCTTATCTCCAGGGTTGC-3"
IL-1F10 IL-1F10.3 5'-CAAGGTGGTGATTCAGAGCA-3’
5-GGGAGGAAAGGGAAGAAGAG-3’
Antagonista de R/N.AT>C 5-ACAAGTTCTGGGGGACACAG-3’
IL-1 5'-AGACAGACGGGCAAAGTGAC-3’
RN.6/1C>T 5-CACCTGCCCATCTTTTGATT-3’
5-CCTTCGTCAGGCATATTGGT-3"
RN.6/2C>G 5-TCTACTTCCAGGAGGACGAGTAGTA-3’
5-GGAGGCAGAGTCCTGTGACCAGGAT-3’
IL-1IRVNTR 5’-CTCAGCAACACTCCTAT-3’

5-TCCTGGTCTGCAGGTAA-3’

Tabla 6. Iniciadores que fueron utilizados para la secuenciacion de los distintos polimorfismos.

Condiciones de reaccion de PCR para todos los sitios polimorficos.

H20dd
Buffer 10x

DNTP’s [10mM]
Primer 1 [10pmol/ pl]
Primer 2 [10pmol/ pl]

10.8 uL
2.5 uL
4.0 uL
2.5 uL
2.5 uL

III
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Taq Pol. 5 u/pl 0.125 pL

MgCI2  25mM 1.5 uL

DNA 200ng/ul 2.0 pL
25.0 uL

4.8 Analisis de resultados. Las frecuencias alélicas y genotipicas se determinaron por
conteo directo. Las frecuencias en los grupos de estudio fueron comparadas utilizando
pruebas estadisticas no paramétricas como la chi-cuadrada y la exacta de Fisher. El
valor de p fue corregido multiplicando por el nimero de comparaciones realizadas y se
considerard significativo por debajo de 0.05. El riesgo relativo para cada comparacion
fue definido como razon de momios utilizando el método de Woolf ?°.
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6. RESULTADOS.

IL-1B-511.

La figura 10 muestra un gel de agarosa al 1.5% en el cual se pueden apreciar los
productos de PCR obtenidos al amplificar IL-1B-511 (250 pb). La figura 11 muestra el
andlisis por RFLPs en donde se observan los sitios de corte y no corte para la enzima
Ava 1. El genotipo homocigoto para el corte (T/T) o para el no corte (C/C) y el
heterocigoto (T/C) en los individuos ahi analizados.

La tabla 7 muestra la distribucion de los genotipos de IL-1B-511 en la poblacion
general y subdividida en poblacion con restenosis y poblacion control.

En la poblacion total la frecuencia del genotipo T/T es de 0.46, la de T/C de 0.44 y 0.08
la que le corresponde a los homocigotos C/C. No encontramos ningln individuo con
restenosis con el genotipo homocigoto C/C. Las frecuencias genotipicas observadas en
los dos grupos (Restenosis y no restenosis) fueron congruentes de acuerdo al equilibrio
de Hardy-Weinberg.

142 143 144 145 146 147

148 149 150 151 kLT 1531 154

1L-17511

Figura 10. Gel al 1,5% de agarosa tefiidos con bromuro de etidio, muestra la amplificacion de IL-1B-511, marcador
estandar Ready-Load 100 bp, amplificado de 250 pb.

Figura 11. Perfiles de restriccion tras la digestion, del producto de PCR utilizando la enzima Ava .

Tabla 7: Estadistica descriptiva y asociacion de riesgo de IL-1B-511con restenosis.
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IL-1B-511.
Restenosis No Restenosis

N Frec. N Frec. p RM(IC95%)
Genotipo 40 74
TT 25 0.625 28 0.378 0.011 2.7 (1.1-6.5)
TC 15 0.375 36 0.486 0.253 0.6 (0.26 -1.4)
CcC 0 0 10 0.135 0.014 0 ( 0-0.63)
Alelos
T 65 0.812 92 0.621 0.003 2.6 (1.3-5.4)
C 15 0.187 56 0.378 0.003 | 0.3(0.18-0.75)

La frecuencia del alelo T en los controles fue de 0.6. Los pacientes con restenosis
presentaron una frecuencia de 0.8 para este alelo, lo que hace que se detectaran
diferencias entre las frecuencias alélicas para ambos grupos. Encontramos que el
genotipo homocigoto T/T se asocia con un incremento de riesgo para la restenosis.

IL-1 RN.6/2C

En la tabla 8 se muestran las frecuencias genotipicas y alélicas, asi como los efectos de
los genotipos de IL-1 RN.6/2C sobre el riesgo de restenosis en la poblacion en estudio.
No hallamos diferencias entre las frecuencias genotipicas observadas y las esperadas
por el equilibrio de Hardy-Weinberg, ni en pacientes con restenosis ni en controles.

No detectamos diferencias entre las
grupos.

frecuencias alélicas y genotipicas entre ambos

Tabla 8: Estadistica descriptiva y asociacion de riesgo de IL-1RN.6/2Ccon restenosis

IL-1 RN.6/2C.
Restenosis No Restenosis
N Frec. N Frec. p RM(IC95%)
Genotipo 40 74
GG 32 0.8 54 0.729 0.405 1.4 (0.5-4.3)
GC 7 0.175 20 0.270 0.253 0.5 (0.18-1.6)
CcC 1 0.025 0 0 0.171 0
Alelos
G 71 0.8875 128 0.8648 0.62 1.2 (0.50-3.2)
C 9 0.1125 20 0.1351 0.62 0.81 (0.30-1.9)
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Figura 12. Gel al 1,5% de agarosa tefiidos con bromuro de etidio, muestra la amplificacion por IL-1
RN.6/2C, marcador estandar Ready-Load 100 bp, amplificado de 240 pb.

Figura 13. Perfiles de restriccion tras la digestion, del producto de PCR utilizando la enzima Ava I.

IL-1R VNTR

La distribucién de los genotipos y las frecuencias alélicas, en la poblacion total y
separada en pacientes con restenosis y sin restenosis, se resume en la tabla 9, donde
podemos apreciar que son similares para ambos grupos, indicando que no existe
relacion entre este polimorfismo y restenosis. Estas frecuencias difieren de las obtenidas
en estudios previos (137, 138), en los cuales se detecto al alelo 2 como protector para
restenosis. Las frecuencias genotipicas estan en equilibrio de Hardy-Weinberg.
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Figura 14. PCR del polimorfismo IL-1RN-VNTR
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Alelo

DN AW N =

tamano

410
240
500
325
595

Tabla 9: Estadistica descriptiva y asociacion de riesgo de IL-1R VNTR con restenosis.

IL-1R VNTR
Restenosis No Restenosis
Frec. Frec. p RM(IC95%)

Genotipo | 40 74
1,1 25 0.625 47 0.648
1,2 5 0.125 10 0.135
1,3 1 0.025 1 0.013
1,4 1 0.025 1 0.013
2,2 7 0.175 12 0.162
2,3 0 0 1 0.013
3,3 0 0 2 0.027
4.4 1 0.025 0 0
Alelos
1 57 0.7125 106 0.7162 0.952 | 098 (0.51-1.8)
2 19 0.2375 35 0.2364 0.986 1.0 (0.49-1.9)
3 1 0.0125 6 0.0405 0.241 0.2 (.006 -2.5)
4 3 0.0375 1 0.0067 0.09 5.7 (0.44-302)
IL-1-C-RNA4T

En la distribucion de los genotipos no apreciamos diferencias de caracter significativo.
En este polimorfismo las frecuencias genotipicas se encuentran en equilibrio Hardy-
Weinberg en la poblacion control, pero no es asi en la poblacion total ni en los pacientes
que desarrollaron restenosis como consecuencia de que en estos ultimos, se observa
mayor numero de heterocigotos que lo esperado.
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Figura 15. Gel al 1,5% de agarosa tefiidos con bromuro de etidio, muestra la amplificacion por IL-1-C-
RN.4T, marcador estandar Ready-Load 100 bp, amplificado de 300 pb.

Tabla 10: Estadistica descriptiva y asociacion de riesgo de IL-1-C-RN.4T con restenosis.

IL-1-C-RNA4T
Restenosis No Restenosis
N Frec. N Frec. p RM(IC95%)

Genotipo | 40 74

TT 33 0.825 55 0.7432 0.320 1.6 (0.57-5.07)
TC 3 0.075 16 0.2162 0.053 0.29 (0.05-1.1)
CcC 4 0.1 3 0.0405 0.206 2.6 (0.41-18.7)
Alelos

T 69 0.8625 126 0.851 0.819 1.09 (0.47-2.6)
C 11 0.1375 22 0.148 0.819 0.91 (0.37-2.1)

IL-1-D-RN.6/1C

El polimorfismo IL-1-D-RN.6/1C no resulto estar asociado con restenosis, como se
puede observar en la tabla 11. La poblacion total no esta en concordancia con el
equilibrio de Hardy-Weiberg, como consecuencia de que el genotipo heterocigoto T/C
para el grupo control tiene un valor por debajo de lo esperado segtn el equilibrio.
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Figura 16. Gel al 1,5% de agarosa tefiidos con bromuro de etidio, muestra la amplificacion por PCR IL-

1-D-RN.6/1C, marcador estandar Ready-Load 100 bp, amplificado de 200 pb.

AA AG
60 70 ¥ 60 70 M
CT GGTGGT GG GGCC CT GGT GGT GGGGCCN
G|G
v 80 90

GC T GTOCT G G C G G T G

Figura 17. Analisis de la secuencia del amplificado de IL-1-D-RN.6/1C. Se observa las variantes del
genotipo, AA, GAY GG

Tabla 11: Estadistica descriptiva y asociacion de riesgo de IL-1-D-RN.6/1C con restenosis
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IL-1-D-RN.6/1C

Restenosis No Restenosis

N Frec. N Frec. p RM(IC95%)
Genotipo | 40 74
TT 21 0.525 43 0.581 0.56 0.7 (0.34-1.8)
TC 15 0.375 24 0.324 0.58 1.25(0.51-2.9)
CcC 4 0.1 7 0.094 0.92 1.0 (0.21-4.5)
Alelos
T 57 0.7125 110 0.743 0.61 0.85 (0.44-1.6)
C 23 0.2875 38 0.256 0.61 1.1 (0.60-2.2)
IL-1F 10.3

En la tabla 7 se resumen las frecuencias genotipicas y alélicas para este polimorfismo,
apreciamos distribuciones genotipicas muy similares y concordantes con lo esperado en
el equilibrio de Hardy-Weinberg.

128 129 130 135 136 137 138 139

140 141 143 144 145 148 150

Figura 18. Gel al 1,5% de agarosa tefiidos con bromuro de etidio, muestra la amplificacion por PCR de
IL-1F 10.3, marcador estandar Ready-Load 100 bp, amplificado de 200 pb

Tabla 7: Estadistica descriptiva y asociacion de riesgo de IL-1F 10.3 con restenosis

IL-1F 10.3
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Restenosis No Restenosis
N Frec. N Frec. p RM(IC95%)

Genotipo | 40 74

TT 27 0.675 48 0.648 0.77 1.1 (0.46-2.7)
TC 11 0.275 25 0.337 0.49 0.74 (0.28-1.8)
CcC 2 0.05 1 0.013 0.24 3.8 (0.19-229)
Alelos

T 65 0.8125 121 0.817 0.924 | 0.96 (0.45-2.1)
C 15 0.1875 27 0.182 0.924 1.03 (0.47 -2.1)
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ANALISIS DE RESULTADOS.

La restenosis sigue siendo la principal limitacion de la utilizacion del stent coronario y
de otras intervenciones percutaneas. La restenosis no es un fendmeno al azar, y ciertos
pacientes estan en el riesgo creciente de desarrollarla !''®). Hay varios factores clinicos
relacionados que sirven para explicar parte del riesgo para el desarrollo de restenosis
171 Sin embargo, una porcién significativa de este proceso no se puede predecir
basdndose en los factores de riesgo convencionales. Estudios recientes han
proporcionado evidencias sobre el papel de los factores genéticos en la determinacion
del riesgo para el desarrollo de restenosis después de las intervenciones coronarias '),

En este estudio determinamos la asociacion de 6 sitios polimorficos del gen de IL-1 e
IL-IRN y restenosis después de la implantacion del stent coronario en una serie de 114
pacientes con seguimiento angiografico de al menos 6 meses después de su
intervencion. El andlisis para elegir a IL-1 como un gen candidato en restenosis intra
stent viene de la evidencia del papel de la inflamacion en este proceso, el papel central
del sistema IL-1 en la regulacion inflamatoria, las evidencias previas de polimorfismos
de IL-1 e IL-1IRN como un factor de riesgo genético en otras enfermedades
inflamatorias y de las perspectivas terapéuticas ofrecidas en base a esta citocina.

Las frecuencias alélicas y genotipicas se determinaron por conteo directo. Las
frecuencias en los grupos de estudio fueron comparadas utilizando la exacta de Fisher.
El valor de p fue corregido multiplicando por el nimero de comparaciones realizadas y
se considerard significativo por debajo de 0.05.

Frecuencias genotipicas y alélicas de IL-1B-511.

Se han analizado los niveles de IL-1 en plasma obtenido antes y 20 minutos después
de la implantacion del stent, encontrandose que los niveles IL-1f se encuentran
aumentados perceptiblemente después de la implantacion. Comprobando que después
de la colocacion del stent coronario existe una produccion de citocinas proinflamatorias
que se relaciona posiblemente con la ruptura de la placa y/o el traumatismo del
endotelio después del procedimiento .

Existen  estudios previos que han relacionado este sitio polimorfico, con la

susceptibilidad de restenosis intra stent, en los cuales no se encontrd ninguna
., - (96-9

asociacion con el desarrollo de restenosis *°7.

Al analizar el sitio polimorfito IL-1B-511, los resultados obtenidos mostraron
diferencias estadisticamente significativas tanto en las frecuencias alelicas como en las
frecuencias genotipicas (Figura 19). El valor de p al ser menor de 0.05 sugiere que el alelo T
y que la presencia del genotipo T/T (p<0.01) en el gen esta asociado perceptiblemente
a un riesgo mayor de restenosis angiografica y clinica. La incidencia de restenosis
disminuy6 en heterocigotos TC (37%) y aun mas con el homocigoto CC del cual no
hubo ninglin paciente con este genotipo que desarrollara restenosis. Contradictoriamente
a lo ya publicado, para la poblaciéon de Caucésicos Daneses, en el cual no hubo
diferencias en las frecuencias genotipicas, demostrando que existen diferencias étnicas
para la distribucion genotipica de este polimorfismo.
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En otro estudio aleatorio se investigo los efectos comunes de dos polimorfismos del
gen interleucina-1f [IL-1 B (- 511) e IL-1 B (+3954)] y un polimorfismo del antagonista
de su receptor (IL-1RN VNTR) en la inflamaciéon postintervencion y la ocurrencia de
restenosis. Cuando se analizaron los sitios por separado, no se asocid ninguno de los
polimorfismos de inflamacién al desarrollo de restenosis. Sin embargo, cuando los
genotipos de IL-1B (- 511) y los de IL-1RN VNTR fueron combinados, se observo una
relacion altamente significativa: los No portadores del alelo 2 de IL-1RN VNTR (IL-
IRN*2), que eran heterocigotos y homocigotos para el alelo T de IL-1B (- 511)
exhibieron una respuesta inflamatoria gradualmente creciente y un riesgo mas alto de
restenosis. En cambio, los portadores del IL-IRN*2 y el alelo T de IL-1B (- 511)
demostraron un resultado perceptiblemente mejor.

70 7
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Figura 19. Distribucion de las frecuencias genotipicas del polimorfismo IL-1B-511 en los dos grupos de
estudio.

Nuestros datos muestran una asociacion entre el alelo T y el genotipo TT en nuestra
poblacion. Ya que tanto el alelo T como el genotipo TT se encuentran incrementados de
manera significativa en nuestros pacientes cuando se comparan contra el grupo de
individuos sin restenosis en tanto que las frecuencias del alelo C y el genotipo CC se
ven sumamente disminuidas. Por lo que el alelo T y el genotipo TT podrian fungir como
marcadores de susceptibidalidad genética hacia la restenosis intra stent, mientras que el
alelo C y el genotipo CC podrian fungir como marcadores de proteccion en la
susceptibilidad genética a dicha enfermedad.

Frecuencias genotipicas y alélicas de IL-1 RN.6/2

Se determino que no hay diferencias significativas en las frecuencias genotipicas y
alélicas entre los dos grupos de acuerdo con el valor obtenido de la prueba de X*
(p=0.40 para GG, p=0.25 para GCy p=0.17 para CC), por lo tanto el polimorfismo IL-
IRN.6/2 no esta relacionado con el riesgo a desarrollar restenosis intra-stent. Este sitio
polimorfico no se ha estudiado anteriormente.
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Figura 20. Distribucion de las frecuencias genotipicas del polimorfismo IL-1RN.6/2 en los dos grupos de
estudio

Frecuencias genotipicas y alélicas de IL-1R VNTR.

En cuanto al polimorfismo IL-1R VNTR, la presencia del alelo 2 se ha demostrado que
esta asociada a niveles mas altos de la sangre o indices més altos de la produccion de
IL-IRA pero no en todas las poblaciones ®” Se ha comprobado que la ausencia de esta
citosina promueve la formacion neointimal en ratones después de la lesion. Estos
resultados sugieren que IL-1Ra pueda suprimir otras respuestas vasculares oclusivas de
la lesion, tal como aterosclerosis y restenosis después de la angioplastia y que esto
confiere proteccion al desarrollo de restenosis, en nuestro caso las frecuencias alélicas y
fenotipicas de ambos grupos fueron similares y estadisticamente no significativas (Para
el alelo 1 p=0.95, alelo 2 p=0.986, alelo 3 p=0.241 y finalmente para el alelo 4 p=0.09).

80 ~
60 - O ALELO 1
40 - O ALELO 2
20 | g ALELO3
04 == | @ALEO4
1 2
RESTENOSIS NO RESTENOSIS

Figura 21. Distribucion de las frecuencias genotipicas del polimorfismo IL-1R VNTR en los dos grupos
de estudio

En un trabajo publicado anteriormente, donde se asocia este polimorfismo con
restenosis intra stent en una poblacién Caucasica ®®, encontraron al Alelo 2 del gene de
IL-1RA asociado a una incidencia mas baja de restenosis después de la implantacion
del stent coronario, particularmente en pacientes mas jovenes. La frecuencia del Alelo
2 fue de 0.28 con un valor de p=0. Los portadores del alelo 2 tuvieron un riesgo
perceptiblemente mas bajo para restenosis. En nuestro caso los resultados son
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contradictorios ya que no hubo diferencias estadisticamente significativas, por lo que
este polimorfismo no esta asociado al desarrollo de restenosis intra stent.

Frecuencias genotipicas y alélicas de IL-1-C-RN.4T

Se observo un incremento en la frecuencia del genotipo TC del polimorfismo IL-1-C-
RN.4T, en el grupo de pacientes sin restenosis, siendo de 0.075 para pacientes con
restenosis y 0.21 para el grupo control, en donde este genotipo podria estar actuando
como protector para el desarrollo de  restenosis, esta  frecuencia no fue
estadisticamente significativa (p=0.053), por lo que una de nuestras perspectivas es
incrementar el numero de muestras, para determinar si es un posible protector al
desarrollo de restenosis.  Este marcador no habia sido estudiado previamente.
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Figura 22. Distribucion de las frecuencias genotipicas del polimorfismo IL-1C-RN.4T en los dos grupos
de estudio

Frecuencias genotipicas y alélicas de IL-1-D-RN.6/1C
En cuanto a este sitio polimorfico, no encontramos diferencias alélicas y genotipicas,

aunque se observo un ligero incremento del genotipo TT, este no fue estadisticamente
significativo (p=0.56), por lo que no confiere susceptibilidad al desarrollo de restenosis.

80 -
60 -
g TT
40 -
o TC
20 - o CC
O _
1 2
RESTENOSIS NO RESTENOSIS

Figura 23. Distribucion de las frecuencias genotipicas del polimorfismo IL-1C-RN.4T en los dos grupos
de estudio
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Frecuencias genotipicas y alélicas de IL-1F 10.3

Como se muestra en la figura 24, para este polimorfismo la distribucion de los
genotipos y las frecuencias alélicas en ambas poblaciones fueron similares, indicando
que no existe relacion entre este con el desarrollo de restenosis intra-stent. No existen
reportes previos de esta asociacion.

80 -
60 1 B oTT
407 B TC
o _
1 2
RESTENOSIS NO RESTENOSIS

Figura 24. Distribucion de las frecuencias genotipicas del polimorfismo IL-1F 10.3 en los dos grupos de
estudio
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CONCLUSIONES

De los resultados presentados y la discusion de los mismos se derivan las siguientes
conclusiones:

e El polimorfismo del gen IL-1F10 (IL-1F10.3) no afecta la susceptibilidad al
desarrollo de restenosis intra stent.

e El genotipo heterocigoto T/T, correspondiente al polimorfismo IL-1B-511, se
asocio con un incremento del riesgo de restenosis.

e Los polimorfismos del gen IL-1Ra (R/N.4T>C, RN.6/1C>T, RN.6/2C>@G,
IL-IRVNTR) no afectan la susceptibilidad a la restenosis en la poblacion
mexicana muestreada.
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