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Cardiopatia isquémica y su asociacion
con los genes de susceptibilidad, en
pacientes con sindrome coronario agudo
menores de 55 arios
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RESUMEN

Fundamentacion: El “Global Burden Disease (GBD) conrespecto
alas enfermedades cardiovasculares (ECV), la prevalencia de casos se
duplicé de 271 millones en 1990 a 523 millones en 2019, y el niimero
de muertes causadas por estas enfermedades aument6 de 12,1 millones
en 1990, alcanzando 18,6 millones en 2019. Venezuela es el pais mas
rezagado en el cumplimiento de las metas de reduccion de la mortalidad
prematura por enfermedad cardiovascular. El infarto agudo de miocardio
(IAM), es la causa nimero uno de la mortalidad cardiovascular,
siendo responsable del 25 % de la mortalidad en la poblacién adulta
venezolana. Objetivo: Determinar la asociacion entre la cardiopatia
isquémica y la variabilidad de los genes de receptores tipo Toll (7LR2
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y TLR4) en pacientes con sindrome coronario agudo. Métodos:
Estudio descriptivo, de prevalencia, de asociacion y correlacional, que
incluy6 209 individuos venezolanos, no relacionados, clasificados en
dos grupos. Pacientes con diagnéstico de IAM (n=75) e individuos
aparentemente sanos (n=134). con o sin factores deriesgo cardiovascular
(FRCYV). A cada uno de los individuos se les extrajo 5 mL de sangre,
a partir de la cual se extrajo el ADN gendémico. La determinacion de
los polimorfismos Pro631His (rs5743704) y Arg753Glin (rs5743708)
del gen TLR2, Arg299Gly (rs4986790) y Thr3991le (4986791) del gen
TLR4, se realiz6 utilizando la técnica PCR-SSP. Las frecuencias de
los polimorfismos, el equilibrio de Hardy-Weinberg y el modelo de
herencia se determinaron con el programa SNPStats. Las diferencias
de frecuencias entre los grupos fueron estimadas por la prueba de Chi-
cuadrado y la fuerza de asociacion se determindé como Odds Ratio.
El andlisis de correlacion entre los polimorfismos, FRCV y severidad
se determiné a través del coeficiente de correlacién de Pearson.
Resultados: Enlos individuos que sufrieron JAM temprano (<55 afos),
los principales FRCV fueron el sexo (masculino), la hipertensién y el
sedentarismo. Los pacientes con genotipos con por lo menos un alelo
mutado (C/T +T/T) del polimorfismo TLR4 rs4986791 (Thr3991le) son
mas propensos a sufrir IAM. El anélisis de correlacién sugiere que la
asociacion del polimorfismo rs4986791 (Thr2991le) del gen TLR4 es
independiente de FRCYV, explicando el desarrollo de IAM temprano.
Conclusion: Los factores de riesgo cardiovascular y la variabilidad
genética juegan un papel relevante en el desarrollo de la CI.

Palabras clave: TLR, polimorfismo, cardiopatia isquémica,
infarto agudo de miocardio, factores de riesgo cardiovascular.

INTRODUCCION
El Global Burden Disease (GBD) es un estudio multinacional

para proporcionar estimaciones comparables y consistentes de la
salud de la poblacion a lo largo del tiempo, utilizando fuentes de datos
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disponibles sobre incidencia, prevalencia,letalidad, mortalidad y riesgos
paralasalud a nivel poblacional, proporcionando las estimaciones para
204 paises y territorios desde 1990 hasta 2019 (1).

Con respecto a las enfermedades cardiovasculares (ECV), la
prevalencia de casos se duplicé de 271 millones en 1990 a 523 millones
en 2019, y el nimero de muertes causadas por estas enfermedades
aumento de 12,1 millones en 1990, alcanzando 18,6 millones en 2019.
Las tendencias mundiales de los afios de vida ajustados por discapacidad
(AVAD) y los afios de vida perdidos se duplicaron de 17,7 millones
a 344 millones. Conjuntamente, el nimero total de afios de vida
perdidos por cardiopatia isquémica se ha incrementado desde 1990,
alcanzando 182 millones de afios de vida perdidos por discapacidad,
9,14 millones de muertes en el afilo 2019, y 197 millones de casos
prevalentes de cardiopatia isquémica en 2019. Las enfermedades
cardiovasculares contindan siendo la primera causa de enfermedad y
mortalidad en el mundo. La carga de ECV mantiene su aumento de
décadas para casi todos los paises fuera de los paises de altos ingresos
y, de manera alarmante, ha comenzado a aumentar en algunos lugares
donde anteriormente estaba disminuyendo (1).

Las enfermedades cardiovasculares representan la principal
causa de muerte a nivel mundial. En el ano 2015, el Instituto de
Métricas y Evaluacion de la Salud (IHMS por sus siglas en inglés),de la
Universidad de Washington, notific6 que la cardiopatia isquémica (CI)
erala primera causa de mortalidad en Venezuela, siendo responsable de
31338 defunciones. Cifraque suponeel 18 % de la carga de mortalidad
total y el 59 % de la mortalidad cardiovascular (2).

Un estudio de la Organizaciéon Panamericana de la Salud, sefiala
que Venezuela pertenece al grupo de las naciones mas rezagada de
Américaen el cumplimiento de las metas mundiales de reduccién de la
mortalidad prematura por enfermedad cardiovascular,qué de acuerdo a
esta organizacion se define como los decesos por enfermedad cardiaca
antes delos 65 afios (3). Un acelerado proceso de transicion demografica
y epidemiolégica estd conduciendo a Venezuela a una epidemia de
enfermedades cardiovasculares de grandes proporciones; en que las
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afecciones del corazén y los vasos sanguineos son la principal causa de
muerte y representan una creciente carga sanitaria, social y econémica
parael pais. Por otra parte, el 43 % de las defunciones cardiovasculares
(21 000 muertes) ocurridas en Venezuela son prematuras, es decir, se
producen antes de los 65 afios,durante laetapa de mayor productividad de
las personas. Suponiendo unatasanacional de mortalidad cardiovascular
que supera la tasa promedio en América (2).

La elevada carga de morbimortalidad en Venezuela aumenta
constantemente y, de continuar la tendencia actual, se estima que en
el 2030 las afecciones cardiovasculares produciran 66 000 muertes,
representando el 33 % de la mortalidad total del pais y una tasa de
mortalidad de 185 x100 000 habitantes (2).

La cardiopatia isquémica, particularmente el infarto agudo de
miocardio (IAM),es lacausanimero uno de lamortalidad cardiovascular
en la poblacién adulta venezolana, siendo responsable del 25 % de la
mortalidad por enfermedad no transmisible (2).

Estudios epidemiolégicos han demostrado que, ademas, de los
factores de riesgo convencionales de enfermedad arterial coronaria
(EAC), incluyendo la edad, sexo masculino, hipertensién, diabetes
mellitus,obesidad, hipercolesterolemia,tabaquismo e historia familiar,
los factores ambientales y el estilo de vida incrementan la susceptibilidad.
Adicionalmente,aestos factores, se piensaque la predisposicion genética
juega un papel importante en la patogénesis de la EAC, demostrado en
estudios de gemelos y familias.

Aunque los estudios poblacionales han descrito que multiples
variaciones genéticas contribuyen a heredar el riesgo de EAC, la
identidad exacta de los genes candidatos y su efecto en la patogénesis
de la enfermedad no es bien conocido (Revisado en 4).

Enconjunto,los estudios epidemioldgicos, familiares,entre otros,
sugieren que aproximadamente el 50 % de la susceptibilidad a EAC es
debido a riesgo genético (5).
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PLANTEAMIENTO Y DELIMITACION DEL PROBLEMA DE
ESTUDIO

Lasenfermedades cardiovasculares representan la principal causa
de muerte en muchos paises latinoamericanos, con tasas similares a
la de los paises desarrollados. En efecto, en la poblacién venezolana,
las afecciones del corazén y los vasos sanguineos son la principal
causa de muerte y representan una creciente carga sanitaria, social
y econdmica para el pais. Asimismo, Venezuela exhibe una de las
tasas de mortalidad prematura por infarto de miocardio mdés altas
de la regién de las Américas (2). Sin embargo, durante la década
2000-2010, en las Américas se notificd una reduccion de la tasa de
mortalidad prematura causada por las enfermedades cardiovasculares,
coincidiendo con un periodo de desarrollo econémico en la mayoria de
los paises latinoamericanos, acompafiado por una reducciéon moderada
de la pobreza y mayor énfasis en los servicios sociales. No obstante,
la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) reconoce que todavia
el acceso a los servicios de salud es desigual y la distribucién de los
gastos de salud publica es pobre o insuficiente, con un alto costo para
la poblacién (3).

JUSTIFICACION E IMPORTANCIA

Datos deregistros emitidos enel 2015 por la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) colocan a las enfermedades no transmisibles como
la primera causa de muerte en el mundo, causando 38 millones (68 %)
de los 56 millones de defunciones registradas en 2012. En este grupo,
las enfermedades cardiovasculares son la causa principal de defuncién
y fueron responsables de 17,5 millones de fallecimientos (46 % de las
muertes por enfermedades no trasmisibles). De estas muertes, se estima
que 7.4 millones se debieron a cardiopatia isquémica y 6,7 millones a
accidentes cerebro-vasculares (6).

En el ano 2016, en Venezuela se estimé una mortalidad por
enfermedad cardiovascular: 38 048 y, en ese mismo afo, de acuerdo a
los anuarios de mortalidad emitidos por el Ministerio del Poder Popular
para la Salud (MPPS), el infarto agudo del miocardio caus6 25 313
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defunciones, estimandose una letalidad extra-hospitalaria de 55 %,
siendo la tasa de mortalidad mas alta entre los paises Suramericanos.
Ademas, se conoce que la cardiopatia isquémica representa la segunda
causaespecificamds importante que produce pérdida de afios de vida por
muerte prematura y discapacidad en la poblacién general venezolana,
tanto en hombres como en mujeres, resaltando que el 40 % de los
eventos ocurren en el grupo etario de mayor productividad, generando
un fuerte impacto social y econémico en el entorno familiar y en los
sistemas de salud (7).

Desde hace afos existe la evidencia de que los genes influyen en
el riesgo de presentar enfermedades cardiovasculares (8). Asimismo,
se ha descrito la existencia de variantes gendmicas que actian
independientemente de los factores de riesgo para enfermedad arterial
coronaria. Porlotanto,el identificar marcadores genéticos deriesgoenla
poblacién venezolana podriatener un impactorelevante en la prevencion
y el tratamiento de estaenfermedad. Porende, trabajos de investigacion
conducentes a la identificacion de variantes gendmica asociadas con el
infarto agudo del miocardio y la enfermedad cardiovascular en todas
sus expresiones, constituyen un importante aporte a la resolucion de
estan enfermedades en estadios precoces de la misma.

Se ha aceptado ampliamente que la inflamacion juega un papel
importante en los mecanismos fisiolégicos y patoldgicos de la funcién
y disfuncién cardiaca. Ademas, se ha demostrado en la insuficiencia
cardiaca la participacion de la respuesta inmunitaria innata mediada
por los receptores tipo toll (TLR). Estos receptores se expresan en
varios tipos de células cardiacas, incluidas las células endoteliales, las
células del musculo liso y los cardiomiocitos. En el corazén humano,
los niveles de expresion relativa de los ARN mensajeros de TLR varian
y muestran el siguiente orden: TLR4> TLR2> TLR3>TLR5>TLR1>
TLR6> TLR7> TLR8> TLR9> TLR10. Sin embargo, estos TLR no
solo presentan diferencias en la expresion, sino que realizan diferentes
funciones en el desarrollo de lainsuficiencia cardiaca (Revisadoen (9)).

En consecuencia, el determinar la distribucion de las frecuencias
delos polimorfismos Pro631His (1s5743704) y Arg753Glin (rs5743708)
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del gen TLR2 y delos polimorfismos Arg299Gly (rs4986790) y Thr3991le
(rs4986791) del gen TLR4 en la poblacién venezolana sana y con
enfermedad arterial coronaria, permitira determinar si constituyen un
factor de riesgo a desarrollar esta patologia y si estan correlacionados
conlapresenciade factores de riesgos asociados a cardiopatiaisquémica
y severidad de enfermedad arterial coronaria.

MARCO TEORICO

En los ultimos dos siglos la revolucién tecnolégica e industrial,
asi como los cambios econdmicos y los consecuentes cambios
sociales, han ocasionado un dramatico cambio en el patrén de las
enfermedades y causas de muerte. Al comienzo del siglo XX, las
enfermedades cardiovasculares constitufan menos del 10 % de todas
las causales de muerte en la poblacién mundial, representando para el
afio 1900, las enfermedades infecciosas y nutricionales las que mayor
mortalidad ocasionaban a nivel mundial. Al comienzo del siglo XXI,
las enfermedades cardiovasculares han sido las responsables de lamitad
de las muertes a nivel mundial y se predice, que para el afio 2021 sean
las responsables de aproximadamente 25 millones de decesos anuales,
siendo el 44 % de los mismos por enfermedad coronaria (10,11). Estos
cambios en los patrones de morbilidad y mortalidad se conocen como
transiciones epidemioldgicas, que no son otra cosa que cambios en el
status personal o colectivo, estructura social y cambios demograficos,
siendo estas las causas mediante las cuales existen tantas diferencias
alrededor del mundo, las cuales son muy marcadas entre paises cuyas
economias estdn establecidas, son emergentes o estdn en vias de
desarrollo (Figura 1) (12,13).

Es importante resaltar que en paises industrializados o de
economias establecidas, las campafias costosas y reiterativas dirigidas
a atacar aquellos factores de riesgo, como el tabaquismo, han obtenido
un €xito relativo en cuanto a retardar, a leve escala, el ascenso de la
enfermedad cardiovascular, esta a su vez experimenta un preocupante
ascenso en la poblacion joven, debido ala presencia, cada dia mayor, de
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Figura 1. Cambios en los patrones de mortalidad desde 1990 hasta el 2020.
EMEST: Economias de mercado establecidas. DE: Economias en desarrollo;
ECV: Enfermedad cardiovascular; ENI: Enfermedades no infecciosas; IMPN:
Infecciones maternas, perinatales y nutricionales. World Health Organization.
https://lapps .who.int/iris/handle/10665/41864.

obesidad y sedentarismo infantil (era cibernética), con la consecuente
aparicion de diabetes mellitus e hipertension (14).

Las enfermedades cardiovasculares siguen siendo una grave
amenazaen todas las regiones de las Américas y,de hecho,es laprincipal
causade muerte en las subregiones Andina,Cono Sur,Caribe y América
Central (16). Enelafio 2019, las enfermedades cardiovasculares (ECV)
ocasionaron aproximadamente 18,6 millones muertes, constituyendo
la principal causa de muerte a nivel mundial (17).

Es indudable que la enfermedad cardiovascular es de origen
multifactorial, por lo cual se ha considerado abordar este problema a
través de tres estrategias bien definidas: a) mejorar y poner al alcance
de la mayoria las medidas de prevencion que se enfoquen en el control
de los factores de riesgo, a través de una politica de salud publica. b)
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identificar subgrupos de alto riesgo que manifiesten esta patologia,
mediante la busqueda de variantes genéticas o perfiles bioquimicos
que permitan aplicar una terapia preventiva, y c¢) perfeccionamiento
de las herramientas utilizadas en la prevencion secundaria, a objeto de
mejorar la calidad de vida (18).

Los factores de riesgo identificados para EAC son similares
entre paises desarrollados y en paises en via de desarrollo. Para la
poblacién latinoamericana en orden de frecuencia son: tabaquismo
(30 %), obesidad (23 %), sindrome metabdlico, (20 %), hipertensién
arterial (18 %), hipercolesterolemia (14 %), diabetes mellitus (7 %) y
presencia de placa carotidea (8 %) (19). Es relevante considerar que la
edad como factor de riesgo ha experimentado grandes cambios y en la
actualidad se encuentran eventos mas precoces debido a acumulacién
de factores de riesgo a edades mas tempranas.

La mortalidad y morbilidad causada por la EAC difiere entre los
diferentes continentes, paises e incluso en las mismas poblaciones,
proponiendo que los factores que influyen con mas fuerzaen el prondstico
de dicha patologia son la severidad de la EAC, el manejo terapéutico
y la condicién socioeconémica local.

Epidemiologia

Datos deregistros emitidos enel 2015 por la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) colocan a las enfermedades no transmisibles como
la primera causa de muerte en el mundo, causando 38 millones (68 %)
de los 56 millones de defunciones registradas en 2012. En este grupo,
las enfermedades cardiovasculares son la causa principal de defuncién
y fueron responsables de 17,5 millones de fallecimientos (46 % de las
muertes por enfermedades no trasmisibles). De estas muertes, se estima
que 7.4 millones se debieron a cardiopatia isquémica y 6,7 millones a
accidentes cerebro-vasculares (6).

Registros de la OMS indican que més del 40 % (16 millones)
de las defunciones eran muertes prematuras (ocurridas antes de los
70 afos) y el 82 % de estas ocurrieron en paises con ingresos bajos y
medios,lo cual evidencialaimportanciade las politicas de salud publica
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y el acceso a los sistemas de salud oportunos en las poblaciones mas
vulnerables (6).

Enfermedad Arterial Coronaria (EAC)

Dentro de las enfermedades cardiovasculares la cardiopatia
isquémica, o también llamada enfermedad arterial coronaria (EAC), ha
sidodefinidacomo unaisquemiatisular caracterizada porla obstruccién
de las arterias epicardicas que irrigan el musculo cardiaco (Figura 2).

Laenfermedad arterial coronaria es una endemia a nivel mundial
y es el tipo més comun de enfermedad cardiaca, responsable de haber
ocasionado 365 914 fallecimientos en el afio 2017. Aproximadamente
2 de cada 10 muertes por EAC ocurren en adultos menores de 65 afios
(20).

En relacién con la isquemia miocérdica, esta se produce cuando
la perfusion coronaria resulta insuficiente para cubrir las necesidades
de oxigeno y de sustrato metabdlico de la célula miocardica para

Figura?2. Estenosis severadel tercio distal del tronco de la coronariaizquierda.
En proyeccion oblicua anterior, con angulacién caudal, se demuestra una
lesion estendtica severamente ulcerada en la porcion distal del tronco de la
coronaria izquierda (flecha anaranjada) (Laboratorio de Hemodinamia del
Hospital “Dr. Miguel Pérez Carrefio™).
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mantener una funcién adecuada. La isquemia miocardica puede ser
consecuencia de: 1) un aumento del trabajo miocérdico y, por tanto, de
la demanda de oxigeno en presencia de una estenosis arterial coronaria
que limita el flujo, o 2) una reduccién de la perfusién coronaria
causada por una constriccién coronaria epicardica o microvascular
o por una trombosis aguda (6). Estos mecanismos pueden actuar en
combinacién, en algunos pacientes, asi como en distintos episodios
isquémicos en el mismo paciente (Figura 3). En la practica clinica,
las estenosis coronarias se consideran muchas veces la causa unica o
principal de la isquemia miocardica porque son las mas evidentes y
facilmente demostrables. La trombosis aguda puede reconocerse hasta
que los trombos han sido lisados o quedan incorporados en las placas
ateroscleréticas. La deteccion de espasmo coronario y de la estenosis
dinamicaes incluso mas dificil porque son transitorios y, por lo general,
precisan larepeticion de la angiografia tras la administracion de nitratos
o pruebas de provocacién. Por ultimo, la constriccién microvascular
puede deducirse solo indirectamente por la progresion distal lenta del
flujo de un colorante en la angiografia o mediante estudios diagndsticos
especiales (17).

La reducciéon del flujo sanguineo por estenosis y posterior
trombosis de los vasos de la circulacién coronaria se asocia con la
presentacién de sindromes coronarios agudos, de los cuales el mas
grave es el IAM, caracterizado fundamentalmente por la necrosis
de la célula miocardica, iniciando en las regiones mas profundas o
sub-endocardio, siendo esta la regién mas susceptible a la isquemia
y necrosis, comenzando la misma en los primeros 20 a 30 minutos
posteriores a la oclusién del vaso sanguineo, progresando hasta las
capas mas superficiales, originando un frente de onda cuya velocidad
tendrd una relacién directamente proporcional con la severidad de la
obstruccién coronaria (Figura 4) (21).

Tipos de Sindrome Coronario Agudo (SCA)

La formacion de un trombo dentro de una arteria coronaria, con
obstruccion del flujo sanguineo coronario y reduccion del aporte de
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Figura3. Componentes fisiopatolégicos de laisquemia miocardica. Diferentes
sindromes isquémicos son el resultado de una obstruccion fija del flujo
sanguineo a través de las arterias coronarias, causado por protrusién y la fisura
de placas aterosclerdticas, trombosis subsecuente o vasoconstriccion de la
red microvascular. Estos eventos pueden ocurrir juntos o de forma separada.
(Tomado de: OPS. Las enfermedades cardiovasculares en las Américas:
Hoja informativa. 2009).

oxigeno al miocardio, produce varios tipos de sindrome coronario
agudo (SCA). Estos episodios trombdticos aparecen, en gran medida,
en respuesta a lesiones ateroscleréticas que han evolucionado a una
fase inflamatoria/protrombdtica de alto riesgo. Aunque son diferentes
unos de otros, los procesos aterosclerdticos y trombdticos parecen
estar intimamente interrelacionados, produciendo un SCA a través de
un proceso multifactorial, complejo, denominado aterotrombosis. Los
SCA representan un espectro de episodios miocardicos isquémicos que
comparten una fisiopatologia similar y comprenden la angina inestable,
el infarto agudo del miocardio con onda Q (IAM Q), el infarto agudo
del miocardio sin onda Q (IAM no Q) y la muerte subita (Figura 5) (21).
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Figura4. Representacion esquematicade la progresion de lanecrosis miocardica
posterior a la oclusién coronaria. La necrosis comienza en pequefias zonas del
miocardio en su porcion endocardica en el centro de la region isquémica. La
correspondiente region del miocardio se sefializa por la linea discontinua, su
irrigacién depende del vaso ocluido y constituye la region en riesgo. (Tomado

de Estudio CARMELA Yy de los subestudios. Revista Argentina de Cardiologia
2011;79(4):377-382).

Angina Inestable

Suele ser secundaria a una reduccién de la perfusién miocardica
debida a la aterotrombosis de una arteria coronaria. En este episodio,
sin embargo, el trombo no oclusivo, desarrollado sobre una placa
aterosclerética desorganizada, no produce ningin signo bioquimico
de necrosis miocardica. Debido a la falta de datos objetivos asociados
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Figura 5. Sindromes Coronarios agudos. Episodios miocardicos isquémicos
que comparten una fisiopatologia similar: la angina inestable, el infarto agudo
del miocardio y la muerte subita. (7omado de: OPS. Las enfermedades
cardiovasculares en las Américas: Hoja informativa. 2009).

a la enfermedad, la angina inestable, también conocida como angina
pre-infarto, sindrome coronario intermedio o insuficiencia coronaria
aguda, se debe diagnosticar a través de una anamnesis. Hay 3 formas
de presentacién principales de angina inestable: 1) Angina de reposo
o angina de minimos esfuerzos que dura, habitualmente al menos 20
minutos, 2) angina grave de inicio reciente, habitualmente en el dltimo
mes, y 3) angina progresiva definida como una angina anteriormente
diagnosticada, que de forma caracteristica se ha vuelto mas frecuente,
de mayor duracién o de mayor gravedad. En este grupo de pacientes
alrededor del 50 % tienen signos de necrosis miocardica con elevacion
de los marcadores cardiacos, como la isoenzima MB de la creatina
quinasa (CK). Eltamafio del infarto es un marcador prondstico importante
bien establecido después de un infarto de miocardio con elevacién del
segmento ST. El tamafio del infarto puede medirse de forma no invasiva
mediante el empleo de criterios electrocardiograficos o mediante el
uso de técnicas mas avanzadas, pero menos disponibles, como la de
radionucleidos. Como alternativa y debido a la disponibilidad limitada
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y los altos costos de las imdgenes técnicas, las pruebas serolégicas son
utilizadas con frecuencia para medir enzimas citoplasmaticas, como
creatinina quinasa (CK) CK-MB, lactacto deshidrogenasa (LDH) o
hidroxibutirato dehidrogenasa (HBDH). Sin embargo,estos marcadores
no son cardioespecificos y su mediciéon se ve obstaculizado por la
necesidad de recolectar sangre repetidamente para no perder el pico
de liberacion del marcador. Por el contrario, la troponina T cardiaca
(cTnT) es una proteina estructural del miofilamento, que se expresa
exclusivamente en los cardiomiocitos. Tras una lesion irreversible,
las concentraciones séricas de cTnT muestra una curva bifdsica con un
pico temprano dentro de las 24 h, como resultado de la liberaciéon de
una pequefla reserva citoplasmatica, y una “fase de meseta” de 72a 96 h
después del inicio de los sintomas, como resultado de la degradacion
proteolitica continua del aparato contrictil. Un solo valor de ¢cTnT a
las 96 horas proporciona una estimacion precisa de la masa absoluta de
infarto en el infarto de miocardio. Aunque, los tamafos de infarto para
los pacientes con SCASEST son significativamente mas pequeiios y, en
algunos casos, podrian estar por debajo del umbral de deteccién de la
resonancia magnética cardiaca para infartos de miocardio, es tentador
especular que estos pacientes tienen diferentes curvas de tiempo de
liberacion de cTnT que pacientes con infarto de miocardio grande. Por
lo tanto, no se puede excluir que, en pacientes con SCASEST, un punto
de tiempo de muestreo de cTnT més temprano resultaria en una mejor
correlacion con el tamafio del infarto o la funcién ventricular izquierda.
Por ende, la capacidad de cuantificar y el potencial para distinguir los
efectos de los nuevos regimenes de drogas en el tamafio del infarto hace
que la cTnT sea atractiva para la préictica de rutina clinica (112).

Correlacion de la Troponina con la severidad de la enfermedad
arterial

En una cohorte de pacientes con EAC sospechada o confirmada,
se demostré que las concentraciones elevadas de Troponina I de alta
sensibilidad (hsTnl) circulantes estan asociadas con la gravedad y
progresion de la EAC angiografica y sus resultados adversos. Las
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concentraciones de la hsTnl son més altas en pacientes con una EAC
mas grave, confirmado por el nimero de arterias coronarias obstruidas
o la carga aterosclerdtica angiografica, independientemente de los
factores deriesgo cardiovascular. Asimismo,se haestablecido una fuerte
asociacion entre la hsTnl y la progresion de la EAC. Por otra parte, la
hsTnl es un fuerte predictor de mortalidad y morbilidad, independiente
y adicional a la gravedad de la EAC. Las concentraciones elevadas de
hsTnl circulante no implican necesariamente la muerte de las células
miocardicas. El aumento de la demanda metabdlica del corazén puede
conduciralaescisiony liberacionde hsTnl cardiaca. Es importante sefialar
que los valores séricos de troponina pueden permanecer elevados 7 a 10
dias o mds después de una necrosis miocéardica, por lo cual hay que ser
extremadamente cautelosos en atribuir los resultados a un evento clinico
reciente. Ademas, las micro lesiones causadas por el desprendimiento de
trombos en vasos coronarios pequefios podrian ser una causa potencial
de concentraciones elevadas de hsTnl y pueden explicar la observacion
de que una EAC mads grave estd asociada con una concentracién mas
alta de hsTnl. En definitva, la hsTnl es un marcador de la presencia,
progresion y resultados de la EAC (22,113).

Infarto Agudo de Miocardio no Q (IAM no Q) o sindrome coronario
agudo sin elevacion del segmento ST (SCASEST)
Representaunaenfermedad clinicaque se manifiestade formamuy
similar a la angina inestable, pero, con signos de necrosis miocardica
y sin elevacién del segmento ST en el electrocardiograma. Los
pacientes con IAM no Q o SCASEST tienen un riesgo intermedio de
complicaciones agudas, siempre y cuando se implementen estrategias
tempranas de tratamiento. Puesto que el diagndstico de IAM no Q
implica una isquemia bastante importante, como para causar una lesiéon
miocdrdica suficiente paraliberar cantidades detectables de un marcador
de lesion miocardica,es importante resaltar que las troponinas cardiacas
representan un cambio clinico importante en el diagndstico de IAM
no Q. Se ha propuesto también un enfoque etiolégico y son cinco los
procesos fisiopatoldgicos que pueden contribuir al desarrollode un IAM
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no Q: 1) laerosién de una placa con un trombo sub-oclusivo interpuesto
(esta causa es la mads frecuente), 2) la obstruccién dinamica, es decir,
un espasmo coronario o de una arteria epicdrdica, como sucede en la
angina de Prinzmetal, o una constricciéon de las arterias coronarias
musculares de pequeiio calibre,3) una obstruccién mecanica progresiva,
4)lainflamacién y 5) la angina inestable secundaria a incremento de la
demanda o disminucién del aporte de oxigeno al miocardio, por ejemplo
laanemia. Laimportancia esencial de la trombosis arterial coronariaen
lapatogeniadel IAM no Q se apoyaen un conjunto de observaciones: 1)
en la autopsia, los trombos suelen encontrarse en el lugar de una placa
coronariarota o erosionada; 2) la incidencia de lesiones trombdéticas en
las piezas de aterectomia coronaria es mayor que en la piezas obtenidas
de pacientes con angina estable; 3) es frecuente que en la angioscopia
coronaria de los pacientes con IAM no Q se visualicen trombos; 4)
en muchos pacientes, la angiografia coronaria muestra ulceraciones o
irregularidades que indican la rotura de una placa, la formacién de un
trombo o ambas (Figura 6) (22).

Infarto Agudo de Miocardio Q (IAM Q) o con elevacion del segmento
ST (SCACEST)

Representa la forma mas letal de SCA, en donde un trombo
completamente oclusivo provoca el cese total del flujo sanguineo
coronarioen el territorio de laarteriaocluiday laconsiguiente elevacion
del segmento ST en el electrocardiograma (21). Los estudios actuales
conresonancia magnéticacardiacaindican que el desarrollo de unaonda
Qen el ECG depende mas del tamafio del infarto que de la profundidad
de la afectacion parietal. Una definicién mds apropiada que sitia al
IAM Q o SCACEST en perspectiva, en relaciéon con el IAM no Q
o SCASEST, basada en la fisiopatologia, es el término “Sindromes
Coronarios Agudos” (SCA) (Figura 7). El diagndstico exacto de IAM
Q o SCACEST es de suma importancia debido al prondstico de la
patologia que obliga a considerar de forma inmediata el tratamiento
de reperfusidn, ya sea mediante tromboliticos o en forma mecdénica.
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Figura 6. Trombo en la arteria coronaria de un paciente con angina inestable.
Paciente masculino de 60 aflos con un dolor prolongado enreposoy elevaciones
transitorias de ST. La angiografia coronaria muestra un defecto de relleno
poco definido e irregular en la arteria coronaria descendente anterior izquierda
a la altura de la segunda rama diagonal (flecha). El medio de contraste rodea
al trombo globuloso, que se extiende a la rama diagonal. (Laboratorio de
Hemodinamia del Hospital “Dr. Miguel Pérez Carrefo™).

Estos pacientes poseen un riesgo elevado de complicaciones a corto
y a largo plazo (22).

El tamafio del infarto es un marcador prondstico importante
bien establecido después de un infarto de miocardio con elevacién del
segmento ST. El tamaiio del infarto puede medirse de forma no invasiva
mediante el empleo de criterios electrocardiogrdficos o mediante el
uso de técnicas mds avanzadas, pero menos disponibles, como la de
radionucleidos. Como alternativa y debido a la disponibilidad limitada
y los altos costos de las imédgenes técnicas, las pruebas serolégicas son
utilizadas con frecuencia para medir enzimas citoplasméticas, como
creatinina quinasa (CK) CK-MB, lactacto deshidrogenasa (LDH) o
hidroxibutirato dehidrogenasa (HBDH). Sin embargo, estos marcadores
no son cardio especificos y su mediciéon se ve obstaculizado por la
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Figura 7. Representacion esquematica de los sindromes coronarios agudos
(SCA). La seccion longitudinal de una arteria muestra la linea temporal
de la aterogenia desde: 1) una arteria normal a 2) una lesion inicial con
acumulacién de lipidos intracelulares en la intima, 3) la evolucién de la fase
fibro-adiposa y 4) la progresion de la lesion con expresion de pro-coagulante
y debilitamiento del revestimiento fibroso. El sindrome coronario agudo se
desarrolla cuando se rompe el recubrimiento fibroso de una placa vulnerable
o de alto riesgo (5), la rotura de la placa es el estimulo para la trombogenia.
La reabsorcion del trombo puede ir seguida de la acumulacién de coldgeno
y del crecimiento de las células musculares lisas (6). Tras la rotura de una
placa vulnerable o de alto riesgo los pacientes sufren dolor isquémico debido
a la reduccién de flujo a través de la arteria coronaria afectada. La reduccion
del flujo puede deberse a un trombo que provoca una oclusion total (imagen
derecha) o a un trombo con oclusién subtotal (imagen derecha). Los pacientes
con dolor isquémico pueden mostrar o no una elevacién del segmento ST en
el electrocardiograma (ECG). La mayoria de los que tienen elevacion del
segmento ST acaban desarrollando un IAM con onda Q (IAM Q), mientras
que algunos desarrollan un IAM sin onda Q (IAM no Q). Los pacientes que
no tienen elevacion del segmento ST tienen una angina inestable o un SCA sin
elevacion del segmento ST (SCASEST) (Tomado de: Estimates of the burden
of cardiovascular disease by 2015. Avances Cardiol. 2016,36(4):191-194).
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necesidad de recolectar sangre repetidamente para no perder el pico
de liberacion del marcador. Por el contrario, la troponina T cardiaca
(cTnT) es una proteina estructural del miofilamento, que se expresa
exclusivamente en los cardiomiocitos. Tras una lesion irreversible,
las concentraciones séricas de cTnT muestra una curva bifdsica con un
pico temprano dentro de las 24 h, como resultado de la liberaciéon de
una pequefla reserva citoplasmadtica, y una “fase de meseta” de 72 a 96
h después del inicio de los sintomas, como resultado de la degradacion
proteolitica continua del aparato contrictil. Un solo valor de ¢cTnT a
las 96 horas proporciona una estimacion precisa de la masa absoluta de
infarto en el infarto de miocardio. Aunque, los tamafios de infarto para
los pacientes con SCASEST son significativamente mas pequefios y, en
algunos casos, podrian estar por debajo del umbral de deteccién de la
resonancia magnética cardiaca para infartos de miocardio, es tentador
especular que estos pacientes tienen diferentes curvas de tiempo de
liberacion de cTnT que pacientes con infarto de miocardio grande. Por
lo tanto, no se puede excluir que, en pacientes con SCASEST, un punto
de tiempo de muestreo de cTnT més temprano resultaria en una mejor
correlacion con el tamafio del infarto o la funcién ventricular izquierda.
Por ende, la capacidad de cuantificar y el potencial para distinguir los
efectos de los nuevos regimenes de drogas en el tamafio del infarto hace
que la cTnT sea atractiva para la practica clinica (Revisado en (112)).

Factores de Riesgo de EAC

Desde la perspectiva epidemioldgica, un “factor de riesgo™ es
una caracteristica individual de la poblacién, que esta presente en
etapas tempranas de la vida y que se asocia con un riesgo incrementado
a padecer la patologia. Por lo tanto, un factor de riesgo puede ser
adquirido o ambiental (tabaquismo), hereditario (dislipidemia familiar)
0 un parametro bioquimico (Proteina C reactiva) (22).

Por lo tanto, un factor de riesgo debe tener un caracter causal en
relacion a la patologia en estudio y el marcador de interés que lo define
pudiese predecir la existencia, progresion o severidad de la patologia
y, como propiedad mds relevante, debe ser reproducible (22).
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La identificacion y control de los factores de riesgo son medidas
esenciales para prevenir la cardiopatia isquémica en individuos
asintomadticos (prevencion primaria) y para prevenir su recidiva en
pacientes con enfermedad establecida (prevencién secundaria). El
control de los factores de riesgo debe concebirse como la prevencion
de la aterosclerosis coronaria propiamente dicha y, como tal, debe
incluirse como parte integral de cualquier plan de tratamiento de las
multiples manifestaciones agudas o crénicas de la enfermedad (22) .
Para simplificar, el riesgo absoluto puede dividirse en tres categorias:
riesgo alto, intermedio y bajo. Los pacientes con riesgo alto requieren
un tratamiento agresivo de reduccién de riesgo y aquellos con riesgo
intermedio también son candidatos para intervenciones médicas, siempre
que el tratamiento sea efectivo en relacién con su costo, ademads, de
ser inocuo (Cuadro 1) (23).

El conocimiento actual sobre los factores de riesgo parael desarro-
llo de la enfermedad cardiovascular data, sin mayores modificaciones,
desde 1960, gracias a los datos aportado en el estudio de Framinghan,
indicando como los factores de riesgo mas relevantes: la hipertension
arterial, la dislipidemia, el tabaquismo y la obesidad (22).

Cuadro 1. Categoria de riesgo absoluto para sufrir un evento coronario. Se
muestran las tres categorias de riesgo absoluto: Alto, Intermedio y Bajo, asi
como los intervalos porcentuales correspondientes. (Tomado de: Braunwalds
Heart Disease A Test book of Cardiovascular Medicine 2004;44:1103-1110).

Riesgo absoluto de infarto del
Categoria de riesgo miocardio a 10 afios (%)

(no mortal + mortal)

Alto >20%
Intermedio 10-20%
Bajo <10%
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Es por lo anteriormente expuesto que surge la necesidad de
identificar nuevos factores de riesgo para enfermedad cardiovascular,
los cuales han sido denominados en la actualidad como “Factores de
riesgo emergentes” (24.,25).

Inflamacion Miocardica: Receptores de reconocimiento de patrones
(PRR)

La arteriosclerosis se manifiesta en tres modos fundamentales,
sindrome coronario agudo, accidente cerebro-vascular o enfermedad
vascular periférica. Es una patologia inflamatoria crénica progresiva,
caracterizada por la acumulacién de elementos fibrosos y lipidicos en
la pared arterial, la cual es dirigida por respuestas de la inmunidad
innata y adaptativa (26).

La inflamacién miocardica juega un papel fundamental en la
funcién cardiaca, asi como en su disfuncién. Cuando la inflamacion
del miocardio es inducida por fuentes microbianas o no microbianas, el
proposito principal de la respuesta inflamatoria es resolver la fuente de
la alteracion, lo que permite que el corazén se adapte a las condiciones
anormales acorto plazoy,entltimainstancia,restablezcalahomeostasis
ylafuncién cardiovascularalargo plazo. Sise mantienen las condiciones
anormales,entonces persiste un estado inflamatorio continuo en el tejido
y conduce a un estado de inflamacion crénica de bajo grado, que puede
contribuir a una mayor progresiéon de la enfermedad en virtud de los
efectos deletéreos de la inflamacidn sostenida. Aunque es especulativo,
es probable que la expresion crénica de citoquinas proinflamatorias
y la inflamacién continua, que se ha demostrado en la insuficiencia
cardiaca, representen la incapacidad del miocardio para restaurar la
homeostasis, lo que lleva a un estado de inflamacién crénica en curso
que es intermedio entre el estado basal y la inflamacioén aguda. Este
estado intermedio se ha denominado parainflamacion y no requiere que
se sostengauna lesion o infeccidn tisular manifiesta, sino que representa
una respuesta inflamatoria sostenida graduada que permanece activada
en el tejido disfuncional en un intento por restaurar la homeostasis
y la funcionalidad del tejido (Figura 8). También cabe sefialar que
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la activacion de los sistemas neuro-hormonales en la insuficiencia
cardiaca,como el sistema renina-angiotensina-aldosteronay el sistema
nervioso adrenérgico, son capaces de desencadenar una inflamacién en
el corazén, lo que conduce a un estado de inflamacién de bajo grado
(Revisado en (27)).

La respuesta inmunitaria innata cardiaca, esencial en las
respuestas homeostéticas y reparacion tisular, es iniciada por los
receptores de reconocimiento de patrones (PRR), que incluyen los

FISIOLOGICO PATOFISIOLOGICO

-—
0=0—

REVERSIBLE IRREVERSIBLE

DESTRUCCION TISULAR

ONINVAd

REPARACION TISULAR

BENEFICIOSO

GRADO DE INFLAMACION

Figura 8. Parainflamacién. El objetivo principal de la respuesta inflamatoria en
el corazon es resolver la lesion tisular, lo que permite que el corazén se adapte
a las condiciones anormales a corto plazo y, en dltima instancia, restablezca la
homeostasis y la funcién cardiovascular a largo plazo. Si la condicién anormal
se mantiene, entonces persiste un estado inflamatorio crénico en un tejido, lo
que se conoce como parainflamacién. La parainflamacién es una respuesta
graduada que puede restaurar la homeostasis del tejido o, si se mantiene, puede
contribuir a una mayor progresion de la enfermedad, en virtud de los efectos
deletéreos de la inflamacién sostenida en los miocitos cardiacos y la matriz
extracelular. (Tomado de: The pathogenesis of coronary artery disease and the
acute coronary syndromes. N Engl J Med. 1992;326(4):242-250).
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receptores tipo toll (7oll-like receptors; TLR), receptores similares a
RIG-I (receptores similares al gen I inducibles por acido retinoico),
receptores similares al dominio de oligomerizacion de unién
a nucledtidos o receptores similares a NOD ( NLR ), receptores lectina
tipo C (CLR) y receptor de AIM2 (ausente en melanoma 2). Estos
receptores detectan patrones moleculares conservados asociados a
patégenos (PAMP), que incluyen carbohidratos bacterianos, acidos
nucleicos, péptidos bacterianos, peptidoglicanos, 4cido lipoteicoico,
N-formilmetionina,lipoproteinas, glucanos fiingicos y quitina. Ademas,
pueden reconocer sefiales de estrés enddgeno llamados patrones
moleculares asociados al dafio (IDAMP), incluidos el 4dcido tdrico, ATP
extracelular y otros compuestos (9).

Por otra parte, los PRR cardiacos también reconocen patrones
moleculares de material endégeno liberado por células miocardicas
muertas o lesionadas del hospedero. Las células que mueren por necrosis
accidental, necrosis regulada (necroptosis) o apoptosis secundaria
liberan su contenido citosélico en el espacio extracelular, iniciando
asi una respuesta inflamatoria enérgica mediante la participacion de
un conjunto de PRR extracelulares o intracelulares. El curso temporal
de larespuesta inflamatoria que sobreviene después de la lesion tisular
es notablemente constante, independientemente de la causa especifica
de la lesion celular, y se asocia con el rdpido influjo de neutréfilos
y posteriormente de monocitos en el drea de la lesion tisular. Esta
respuesta inflamatoria se ha denominado inflamacién estéril, porque
se produce en ausencia de una infeccién patdégena conocida. Por lo
tanto, el sistema inmunoldgico innato evoluciond no solo para detectar
moléculas que no eran propias (por Ej.,PAMP) sino también paradetectar
un subconjunto de moléculas intracelulares (por Ej., DAMP) que estan
ocultas enlamembrana plasmdticay que normalmente no se encuentran
en los fluidos extracelulares, en ausencia de muerte celular. Esta dltima
observacién ha proporcionado un vinculo potencialmente importante
entre la lesion tisular, la activacion de mediadores proinflamatorios y
la respuesta miocéardica resultante al estrés (Figura 9) (27).
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Figura 9. Reconocimiento de patrones moleculares asociados a dafio (DAMP)
por PRR. Los DAMP derivan de células muertas que liberan su contenido
citosolico después de una lesion miocdardica, de la degradacién de la matriz
extracelular, asi como de las células inmunitarias que se activan después de la
lesion tisular. HMGB1: proteina de alta movilidad del grupo 1; HSP: proteina
de choque térmico; IL: interleuquina; proteina 3 que posee dominios NALP,
NACHT, LRR y PYD (criopirina); RAGE: receptor para productos finales de
glicacién avanzada; TLR: receptor tipo toll (Tomado de: The pathogenesis of

coronary artery disease and the acute coronary syndromes. N Engl J Med
1992:326(4):242-250).

Via de sefializacion de los TLRs
Losreceptores tipo toll o toll-like receptors (TLRs) son receptores
de reconocimiento de patrones (PRR), que reconocen patrones
moleculares asociados a patégenos (PAMP) de microorganismos o
patrones moleculares asociados a peligro (DAMP) de tejido dafiado (28).
Hasta la fecha, se han identificado trece TLRs en mamiferos,
10 en humanos y 12 en ratones. Los TLR se expresan en células

Blanco Sobrino S. 65



Coleccion Razetti. Volumen XXXI.

inmunitarias innatas, como células dendriticas (DC) y macréfagos, asi
como en células no inmunitarias, como células de fibroblastos y células
epiteliales. Los TLR se clasifican en gran medida en dos subfamilias
segun su localizacién, los TLR de la superficie celular y los TLR
intracelulares. Los TLR de superficie celularincluyenlos TLR1,TLR2,
TLR4, TLRS5, TLR6 y TLR10, mientras que los TLR intracelulares,
se localizan en endosomas, lisosomas o endolisosomas, e incluyen
los TLR3, TLR7, TLR8, TLRY9, TLR11, TLR12 y TLR13 (29). Los
TLR de la superficie celular reconocen principalmente componentes
de la membrana microbiana, como lipidos, lipoproteinas y proteinas.
Mientras que los TLR intracelulares reconocen los dcidos nucleicos
derivados de bacterias y virus, asi como acidos nucleicos propios en
enfermedades como la autoinmunidad (30).

Los TLRs son glicoproteinas transmembrana tipo I, que
comprenden un dominio extracelular, uno transmembrana y uno
intracelular. Eldominio extracelular,amino terminal,caracterizado por la
presenciade motivos de 24 aminodcidos,denominados repeticiones ricas
enleucina (LRR, por sus siglas en ingles Leucine-Rich Repeat), tiene la
capacidad de unir al ligando, siendo el responsable del reconocimiento
de los diferentes PAMP o DAMP (31). El dominio transmembrana, esta
formado por un alfa-hélice tiinica, ricaen aminoacidos glicinay alanina,
y el dominio intracelular, carboxilo-terminal, contiene un dominio
citoplasmadtico globular denominado TIR (receptor Toll/IL-1), el cual
originalmente se identific6 como parte del receptor IL-1 (Figura 10).
Estos dominios TIR, son los encargados de formar un andamiaje de
proteinas citoplasmaticas involucradas en la transduccion de la sefial,
que finalmente desencadena los efectos fisioldgicos de la respuesta
celular (32).

Los TLR suelen funcionar como dimeros para la deteccién de
los patrones moleculares, formando complejos mixtos (heterodimeros)
u homodimeros (33). Por otra parte, los TLR individuales reclutan
de forma diferencial a miembros de un conjunto de adaptadores que
contienen dominios Toll / IL-1 (TIR). Se han identificado cinco
adaptadores que contienen dominios TIR: el factor de diferenciacién
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Figura 10. Representacién esquematica del receptor tipo Toll. Se muestra
los tres dominios del TLR: extracelular (ectodominio), transmembrana y
citoplasmatico (Tomado de: Prevalence of conventional risk factors in patients
with coronary heart disease. JAMA. 2003;290(7):898-904).

mieloide 88 (Myd88),la proteina adaptadoraigual a Myd88,la proteina
adaptadora que contiene el dominio TIR inductor de interferén-b
(TRIF), la proteina adaptadora relacionada con TRIF (TRAM) y la
proteina que contiene el motivo estéril alfa y armadillo. Basado en los
adaptadores especificos reclutados por TLR, la sefializacion TLR se
puede dividir en dos vias generales, a saber, las vias dependientes de
Myd88 e independientes de Myd88. A excepcién de TLR3, todos los
TLR interactdan con la proteina adaptadora Myd88. TLR3 usa TRIF
como proteina adaptadora, que pertenece a las vias independientes de
Myd88, mientras que TLR4 desencadena tanto las vias dependientes de
Myd88 como las independientes de Myd88. Estas vias de sefializacion
activan numerosos factores de transcripcién,como el factor nuclear-»B
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(NF-#B) y factores reguladores de interferon (IRF) y posteriormente
inducir la produccién de citoquinas proinflamatorias e interferén (IFN),
respectivamente (9)

Laviadependiente de Myd&88 se iniciaatravés de Myd88 después
delaactivacionde TLR. Posteriormente,el dominio de muerte de Myd88
recluta la quinasa 4 asociada al receptor de IL-1 (IRAK4) y activaauno
de los otros miembros de la familia IRAK, es decir, IRAK1 o IRAK?2.
Luego, los IRAK se disocian del complejo Myd88- IRAK y activan el
factor 6 asociado al receptor (TRAFG6), que interactia con la quinasa 1
activada por el factor de crecimiento transformante 3 (TAK1). TAKI1
luego activa el complejo el complejo inhibidor de #B (IxB) quinasa o
(IKKo)/IKKf/IKKY e induce la fosforilacion de IxB. IxB fosforilado
se disocia del complejo y activa el factor de transcripcion NF-«B. El
NF-«B activado se traslada al nticleo e induce la expresion de diversas
citoquinas proinflamatorias. Ademas, de la activacion del complejo
IKK, TAK1 puede activar la via de sefializacion de la proteina quinasa
activada por mitégenos (MAPK), incluida la via de la quinasa regulada
por sefal extracelular, la via quinasa N-terminal c-Jun y la via p38.
La via de sefializacion MAPK puede activar la proteina activadora
del factor de transcripciéon-1 (AP-1). La activaciéon de NF-»B y AP-1
contribuye a la expresion de citoquinas proinflamatorias, como 1L-6,
IL-1 y TNFa (Figura 11) (9).

Sefializacion TLR en insuficiencia cardiaca

La activacion de la sefnalizacién de TLR en el corazén confiere
beneficios acorto plazo cuando se activade formaaguda, pero los efectos
beneficiosos de la sefializacion de TLR se pierden en el entorno crénico,
donde el dafio tisular continuo puede conducir aunasefializaciénde TLR
sostenida que es suficiente para provocar un fenotipo de insuficiencia
cardiaca (34). Los TLR se expresan en varios tipos de células cardiacas,
incluidas las células endoteliales, las células del musculo liso y los
cardiomiocitos. Los niveles de expresionrelativade los ARNmde TLR
en el corazén humano siguen el orden TLR4> TLR2>TLR3> TLR5>
TLR1>TLR6>TLR7>TLR8>TLR9>TLR10 (35). Estos TLR nosolo
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presentan diferentes niveles de expresion, también realizan diferentes
funciones en el desarrollo de la insuficiencia cardiaca. En la Figura
11 se muestra la activacién de los TLR por PAMP y DAMP en células
cardiacas durante la insuficiencia cardiaca.

Figura11. Activaciéonde TLR por PAMPy DAMPen células cardiacas durante
lainsuficiencia cardiaca. Las células cardiacas expresan una variedad de TLR,
principalmente TLR2,TLR3,TLR4 y TLRY. Enlainsuficienciacardiaca,estan
involucradas moléculas DAMP y PAMP, que incluyen endotoxina, HSP60,
HMGBI1 (proteinas de alta movilidad), ROS (especies reactivas de oxigeno),
TNC (tenascina C),lipoproteinas,ARN de virus y mtDNA (ADN mitocondrial).
Las lipoproteinas activan TLR2. Endotoxina, HSP60, HMGB1,ROS y TNC
activan TLR4. El dsRNA (ARN de doble cadena) puede ser reconocido por
TLR3yTLRY puede reconocer el mtDNA para inducir respuestas inmunitarias.
Existen dos vias para la sefializacion de TLR, incluidas las vias de sefializacion
dependientes de Myd88 y las independientes de Myd88. TLR2 y TLR9
utilizan la via dependiente de Myd88. TLR3 utiliza la via independiente de
Myd88. TLR4 emplea tanto la via dependiente e independiente de Myd88.
Estas vias de sefializacion dan como resultado la expresion de citoquinas. La
inflamacién induce la lesion celular y la muerte, lo que resulta en disfuncién
cardiaca y progresion de la insuficiencia cardiaca. (Tomado de: ‘Yu L, Feng Z.
The Role of Toll-Like Receptor Signaling in the Progression of Heart Failure.
Mediators of Inflammation. 2018:1-11).
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TLR en insuficiencia cardiaca

A continuacidn, se presentan los trabajos mds relevantes que
muestran el papel que juegan los receptores TLR2 y TLR4 en la
inflamacién del miocardio. Sin embargo, es importante resaltar que
las vias de sefalizacion que involucran a TLR3 y TLR9 median efectos
inflamatorios que pueden exacerbar el dafio cardiaco e influir en la
progresion de la insuficiencia cardiaca (9).

TLR2

El TLR2 localizado en la superficie celular y junto con TLR1
o TLR6 reconoce una amplia variedad de PAMP, incluyendo las
lipoproteinas, que poseen un papel inmunolégico en la insuficiencia
cardiaca crénica. TLR2 juega un papel central en la patogenia de
diversos trastornos cardiacos, encontrdndose sobre regulado en
pacientes con insuficiencia cardiaca y en modelos experimentales
de hipertensiéon y disfuncion cardiaca inducida por doxorrubicina
reducida (36). Asimismo,en un modelo experimental, se demostré que
el TLR2 expresado en miocitos cardiacos participaba en la respuesta
de estas células al estrés oxidativo, que es un contribuyente importante
en la patogénesis de la disfuncién cardiaca (37). Adicionalmente,
las células endoteliales vasculares expresan altas concentraciones de
TLR2 y TLR4 tras la estimulacién con citoquinas inflamatorias, lo
que sugiere que estos receptores también podrian contribuir con la
inflamacidn relacionada con las células endoteliales en insuficiencia
cardiaca. Consecuentemente, una mayor expresion y sefializacion
por TLR2 y TLR4 contribuye a la activacién de la inmunidad innata
en el miocardio lesionado, lo que indica que estos receptores podrian
promover no sélo inflamacién sistémica sino también del miocardio
en la insuficiencia cardiaca. Finalmente, es importante subrayar que
los TLR no solo responden a microorganismos, sino también a las
moléculas liberadas, como proteinas de choque térmico y ROS, y
células estresadas (Revisado en (38)).

Laevaluaciénde laremodelacion ventricular,después de un infarto
de miocardio,enratones knockout parael gen #/r2 (TLR-2-KO), mostr6
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que los ratones TLR-2-KO tenian una mayor tasa de supervivencia y
menos remodelado ventricular,asociado con menos cambios patolégicos
y una menor expresion de TGF-31 y mRNA de coldgeno tipo 1. Estos
resultados proporcionaron la evidencia directa de la participacién de la
via de sefalizaciéon mediada por TLR2 en la remodelacion ventricular
después de un infarto de miocardio. Asimismo, después del infarto
de miocardio, los exdmenes histolégicos de los ratones TLR-2-KO
demostraron que la fibrosis miocdrdica estaba significativamente
disminuida en el drea sin infarto y las expresiones génicas de TGF-f31
y coldageno tipo 1, responsables de la fibrosis cardiaca, eran menores
en estos ratones con respecto a los ratones silvestres. Estos datos
apoyan el concepto de que la modulacién de la fibrosis miocardica en
el area sin infarto es uno de los posibles mecanismos de atenuacion de
la remodelacién ventricular en ratones TLR-2-KO. Finalmente, en los
ratones TLR-2-KO se observo la preservacion de la funcién cardiaca,
el aumento de la tasa de supervivencia y la atenuacion de la fibrosis
de miocardio después de un infarto de miocardio. En conclusién, este
estudiodemuestrala primeraevidenciade que el remodelado ventricular,
después de un infarto de miocardio, ocurre, al menos en parte, a través
de la via mediada por TLR2 (39).

Finalmente, un estudio realizado en pacientes con insuficiencia
cardiaca, después de un infarto de miocardio complicado, mostré
que las concentraciones séricas de TLR2 soluble (sTLR2) estaban
marcadamente reducidas en comparaciéon con los controles sanos.
Aunque las concentraciones de sTLR2 aumentaron durante el
seguimiento, no alcanzaron concentraciones comparables a las
observadas en individuos sanos. Por el contrario, en este mismo estudio,
las concentraciones séricas de MBL (lectina unidora de manosa) estaban
inicialmente normales en pacientes con insuficiencia cardiaca post
infarto de miocardio, pero, disminuyeron durante el seguimiento y las
concentraciones bajas, medidas en la fase subaguda, se asociaron con
una mayor incidencia de reinfarto. Estos hallazgos sugieren que las
concentraciones circulantesde MBLy sTLR2 pueden reflejar diferentes
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aspectos de la respuesta de la inmunidad innata en la insuficiencia
cardiaca después de un infarto de miocardio (40).

TLR4

Todos los TLR humanos conocidos se han detectadoen el corazon,
sin embargo, los niveles de TLR4 son los mas altos en comparacién
con otros TLR en el corazén. TLR4 juega un papel critico en la
inflamacion del miocardio, incluidala miocarditis,infarto de miocardio,
dafio miocardico por isquemia / reperfusion, insuficiencia cardiaca,
enfermedades de lavadlvulaadrtica, aterosclerosis e hipertension. TLR4
se encuentraen lamembrana plasmaética,donde responde a sus ligandos
y desencadena una serie de vias de seifializacion inflamatoria (9).

TLR4 es activado por lipopolisacédridos (LPS),con los cofactores,
como el clister de diferenciacion 14 (CD14),el factor de diferenciacién
mieloide 2 (MD2) y la proteina de unién a lipopolisacaridos (LBP).
Se ha descrito que la endotoxemia, es decir, altas concentraciones de
endotoxinas o LPS en la sangre, contribuye al menos parcialmente en
las manifestaciones inflamatorias de varias patologias heterogéneas,
incluyendo la insuficiencia cardiaca y aterosclerosis. La endotoxina
es un lipopolisacarido (LPS) constituyente de la membrana externa de
la mayoria de las bacterias Gram negativas. Esta endotoxina se une al
complejo TLR4-MD2-CD14 en varios tejidos, incluyendo las células
del sistema inmunitario innato, el musculo liso y las células endoteliales
de los vasos sanguineos, incluidas las arterias coronarias. Laentradade
LPS en la circulacion sistémica conduce a la transcripcion intracelular
de varios mediadores inflamatorios y la inflamacién subsiguiente se
ha implicado en el desarrollo y progresion de la aterosclerosis y la
consiguiente enfermedad de las arterias coronarias e insuficiencia
cardiaca (41).

Ligandos endégenos, como la proteina de choque térmico
(HSP), proteinas de alta movilidad (HMGB1), especies reactivas
de oxigeno (ROS) y componentes de la matriz extracelular, pueden
ser reconocidos por TLR4 y algunos de ellos estdn asociados con
insuficiencia cardiaca. Las concentraciones de HSP60 se duplican
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en la insuficiencia cardiaca en etapa terminal y su trafico anormal a la
superficie celular puede ser un desencadenante temprano de la pérdida
de miocitos y la progresion de la insuficiencia cardiaca (42). Mientras
que HMGB1 se ha establecido como un importante mediador de la
inflamacién del miocardio,asociado con laprogresion de lainsuficiencia
cardiaca. Volz y colaboradores demostraron que la concentracién
plasmatica de HMGB1 es incrementada en la insuficiencia cardiaca,
correlaciondndose con la gravedad de la enfermedad (43). Por otra
parte, las especies reactiva de oxigeno (ROS) pueden modificar los
componentes de la membrana plasmaética y causar la liberacién de
factores que van a interactuar y activar TLR4, induciendo la apoptosis
de los cardiomiocitos e insuficiencia cardiaca (9). Por ultimo, estan
las tenascinas, que representan una familia de cuatro glucoproteinas
multiméricas de matriz extracelular. En condiciones patoldgicas
asociadas con inflamacién y remodelado tisular extenso, tales como el
infarto de miocardio, miocarditis y cardiomiopatiadilatada,latenascina
C (TNC) es sobre regulada. Ademas, la evidencia sugiere que la TNC
puede promover la cicatrizacion de heridas al reclutar miofibroblastos
cardiacos durante lareparacion de tejidos. Sinembargo,también puede
contribuir a la remodelacién ventricular adversa, ya que puede sobre
regular la produccién de metaloproteinasas de matriz (MMP) y provocar
unadegradacion excesivade lamatrizextracelular. Esto,asuvez,podria
debilitar la adhesion de los cardiomiocitos a la matriz extracelular, lo
que provocaria el deslizamiento de los cardiomiocitos, la dilatacion del
ventriculoizquierdoy lareduccion de lafuncién contractil. Finalmente,
la TNC sobre regula la expresion de IL-6 en miofibroblastos cardiaco
humano via TLR4, contribuyendo al empeoramiento y progresion de
la insuficiencia cardiaca (44).

A largo plazo, la expresion, la capacidad de unién al ligando y la
funcion proinflamatoriade TLR4 se encuentran reguladas positivamente
enlos cardiomiocitos aislados del infarto de miocardio, promoviendo la
inflamaciény exacerbando lainsuficienciacardiaca. Sinembargo, TLR4
no solo se expresaen cardiomiocitos, también es expresado en monocitos
activados y su expresion aumenta sustancialmente en respuesta a los

Blanco Sobrino S. 73



Coleccion Razetti. Volumen XXXI.

DAMP. SimilaraTLR2,TLR4 se expresaaconcentraciones elevadas en
células endoteliales vasculares sugiriendo que estos receptores podrian
contribuir con la inflamacién relacionada con las células endoteliales
en insuficiencia cardiaca (Revisado en (45)).

Dado que la monocitosis periférica puede afectar el desarrollo de
insuficiencia cardiaca después de un infarto agudo de miocardio, Satoh
y colaboradores analizaron laexpresion de TLR4 en monocitos aislados
de pacientes con infarto (dia 1 y 14 después del inicio del mismo). El
analisis mostrd: altas concentraciones de TLLR4 basal en monocitos, las
cuales se mantuvieron en el tiempo, y una expresion incrementada de
TLR4 enlos pacientes infartados con insuficiencia cardiaca con respecto
aquellos pacientes infartados sin insuficiencia cardiaca, sugiriendo
que la activacion de la sefializacion via TLR4 pudiese desempeifiar un
papel importante en la progresion de la insuficiencia cardiaca después
de un infarto agudo de miocardio, al relacionarse con la secrecion de
citoquinas proinflamatorias (46). Otro estudio mostré que los pacientes
que requirieron soporte de implantacion de un dispositivo de asistencia
ventricular izquierda manifestaron evidencia de activacion del sistema
inmunolégico innato, indicado por un aumento en la molécula efectora
clave TLR4 asociada conun patron especifico de expresion de citoquinas
en el miocardio (47).

Considerando que la isquemia miocdardica y la lesion tisular
inducida por reperfusion implican una fuerte respuesta inflamatoriay que
TLR4 se expresaen el corazény la vasculatura, Oyamay colaboradores
evaluaron el papel de TLR4 en el infarto de miocardio y la inflamacién
en un modelo murido de lesién por isquemia-reperfusion. El analisis
mostré que losratones deficientes en TLR4 sufrian infartos mas pequefios
y presentaban una menor inflamacién después de lalesion por isquemia-
reperfusién del miocardio, sugiriendo que, ademas, de su papel en la
respuesta inmunitaria innata, TLR4 cumple un papel proinflamatorio
en la lesion por isquemia-reperfusion miocardica murida (48).

Por otra parte,en un modelo murido se demostré que la inhibicién
de TLR4 in situ reducia significativamente la lesiéon por isquemia-
reperfusién y los marcadores de inflamacién (49).
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Los hallazgos muestran que los TLR2 y TLR4 estan asociados
con efectos inflamatorios deletéreos que exacerban el dafio cardiaco.
Teniendo en cuenta el papel patolégico de los TLR, los inhibidores
dirigidos a la sefializacién de TLR podrian ser beneficiosos en el
tratamiento y reduciria la progresién de la insuficiencia cardiaca.
En general, la inhibicién de los TLR se puede lograr mediante dos
estrategias principales: 1) bloquear la unién de los ligandos al receptor;
2) interfiriendo las vias de sefializacion intracelular para detener la
transduccion de la sefial. Por consiguiente, se han desarrollado varios
agentes terapéuticos para inhibir la sefializacién de TLR para controlar
la inflamacién excesiva. Por ejemplo, se han disefiados anticuerpos
para inhibir la sefializacién mediada por TLR2, siendo T2.5 uno de los
anticuerpos anti-TLR?2 con potencial terapéutico. Ademads, se encontrd
que T2.5 previene la fibrosis cardiaca inducida por angiotensina II
mediante la supresion del reclutamiento de macréfagos e inflamacion
en el corazén. Otro avance prometedor es OPN-305, que es el primer
anticuerpo monoclonal IgG4 especifico de TLR2 completamente
humanizado. Los estudios preclinicos han demostrado la potencia de
este compuesto parabloquearla produccion de citocinas proinflamatorias
mediada por TLR2 in vitro y en modelos animales de lesion por
isquemia-reperfusion (50).

El bloqueo farmacolégico de TLR4 por diferentes moléculas
ha sido demostrado experimentalmente. Los bloqueadores de los
receptores de angiotensina II y las estatinas se encuentran entre los
farmacos desarrollados inicialmente con actividad inhibidora sobre
la sefializacion de TLR2 y TLR4. Por ejemplo, el valsartdn puede
disminuir la liberacién de citoquinas proinflamatorias y el tamafio del
infarto al inhibir la sefializacion de TLR4, mientras que candesartan
puede suprimirlaactivacion de TLR2 y TLR4 inducida por Pam3CSK4
y LPS, respectivamente. Las estatinas, también conocidas como
inhibidores de la 3-hidroxi-3-metil-glutaril-coenzima A (HMG-CoA)
reductasa, son una clase de farmacos reductores de lipidos. Entre la
familia de las estatinas, fluvastatina, simvastatina, y atorvastatina,
han mostrado una potente actividad inhibidora sobre TLR4 y las vias
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inflamatorias subsiguientes para reducir la inflamacién en los sistemas
vasculares (50).

Un grupo especial de antagonistas de TLR es el andlogo del
lipido A, que se dirige especificamente a TLR4. EI lipido A es un
componente lipidico de LPS que contribuye alatoxicidad de lamolécula
de endotoxina. Debido a que la estructura del lipido A estd altamente
conservada en endotoxinas, se convierte en una diana terapéutica
atractiva para regular la sefializacién de TLR4 (51). La inhibicién
de TLR4 con el lipido sintético, eritoran, puede atenuar la lesién por
isquemia-reperfusion miocdrdica y el desarrollo de hipertrofia (9).

Aunque se han realizado esfuerzos importantes para desarrollar
diferentes tipos de nuevos inhibidores / antagonistas de TLR, solo un
nimero limitado de ellos se ha sometido a ensayos clinicos y ninguno
ha sido aprobado para usos clinicos hasta la fecha. Sin embargo, estos
hallazgos y los estudios continuos de la inhibicién de TLR destacan la
regulacién farmacoldgica de la sefializacion de TLR, especialmente en
multiples viasde TLR,como unaestrategia terapéutica, prometedoraen
el futuro, paradiversas enfermedades inflamatorias y autoinmunes (50).

Polimorfismos genéticos asociados a los TLR

Los genes son las unidades de almacenamiento de la
informacién genética, son segmentos o secuencias de ADN (4cido
desoxirribonucleico) que codifican un producto especifico (proteina).
Las secuencias de ADN pueden sufrir alteraciones, que pueden abarcar
grandes reorganizaciones cromosOmicas, asi como duplicaciones o
deleciones de fragmentos y hastade cromosomas enteros. Sinembargo,
las modificaciones mads frecuentes son llevadas a cabo en uno o en pocos
nucledétidos. Los cambios en el ADN son llamados mutaciones, que
pueden tener efectos deletéreos y causar enfermedades, o dar lugar a lo
que se conoce como polimorfismos,los cuales proveen variacién alélica
entre individuos y diversidad de la misma especie. Un polimorfismo
es considerado como tal cuando la frecuencia de uno de sus alelos en
la poblacién es superior al 1 %. Hay varios tipos de polimorfismos
(inserciones,deleciones,cambios en el nimero de secuencias repetidas),
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pero los mas frecuentes son los SNP (polimorfismos de un solo
nucleétido). Los SNP son causados por la sustitucién de una base
por otra y dan lugar a dos variantes o alelos. Estos alelos se clasifican
en alelo principal o “silvestre” y alelo raro o “mutado”, clasificaciéon
basada en la frecuencia observada en las poblaciones. Debido a que los
humanos son diploides, un individuo puede tener uno de tres genotipos:
homocigoto parael alelo mds frecuente, heterocigoto,u homocigoto para
el alelo menos frecuente. Los SNP pueden estar presentes en regiones
codificantes y provocar un cambio en un aminodécido, este tipo de SNP
se conoce como “no sinénimos” y en vista de que este tipo de SNP
afecta directamente la funcién de la proteina, muchos investigadores
han centrado su atencién en estudios de asociacidén genética en este
tipo de variaciones. De igual manera, existen variaciones funcionales
que estan localizadas en la regién promotora del gen, influenciando la
actividad transcripcional del gen (modulando la unién de factores de
transcripcién), en intrones (modulando la estabilidad de la proteina),
ensitios de “splicing” (sitios donde ocurre la eliminacion de intrones y
unién de exones) o en regiones intragénicas. Otro tipo de SNP son los
llamados ““sinénimos” (o silenciosos), los cuales no alteran la proteina
codificada por el gen, sin embargo, se ha descrito que algunos de estos
polimorfismos pueden tener consecuencias funcionales por algun tipo
de mecanismo ain desconocido (52).

El gen TLR2 humano est4 ubicado en el cromosoma 4q31.3 y
esta constituido por dos exones no codificantes, seguidos de un tercer
exon codificante. Un total de 342 polimorfismos han sido identificados
en el gen humano 7LR2 los cuales permanecen disponibles en todos
los bancos genémicos desde el 2011. Uno de los SNP més estudiados
en el gen TLR2 es 2258G> A (rs5743708). Este SNP provoca la
sustitucion del aminoacido arginina (Arg) por glutamina (Gln) en el
extremo C-terminal del TLR2 en la posicién 753. Otra variante, en
este genes1la2112C >A (1s5743704). Este SNP provoca la sustitucion
del amino4cido prolina (Pro) por histidina (His) en la posicién 631.

En el Cuadro 2 se muestran los principales estudios de asociacion
entre los polimorfismos del gen TLR2 y enfermedad coronaria.
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Cuadro 2. Principales estudios de asociacion entre los polimorfismos del gen
TLR2 y enfermedad coronaria

Polimorfismo Poblacion. Asociacion Referencia
TLR2 Tamano de la
muestra
Arg753GlIn Turca El genotipo Arg/ GuvenM,etal.2014.
Arg677Trp 300 pacientes con Arg de la variante (53)

Arg753GlIn

rs3804099

Arg677Trp
Arg753GlIn

Arg677Trp
Arg753GlIn

SNP1350T/C

EAC

Hunan Han

180 individuos
sanos

167 pacientes con
EAC

Rusa
292 pacientes con
EAC

China Han

Palermo (Italia)
136 pacientes con
1AM

Croatas

120 pacientes con
IAM

120 controles

TLR2-Arg753GIn
confiere proteccién
al desarrollo de
EAC

No asociado

Genotipo C/C
asociado con
aterosclerosis
coronaria severa

No asociacion con
EAC

No asociacion con
IAM

Asociaciéon entre
el polimorfismo
1350T/C y protec-
cién a desarrollar
TAM e hipertension
arterial

Li S,etal.2017.(54)

Kutikhin AG, et al.
2016. (55)

LiuF,etal.2012.(56)

Balistreri CR, et al;
2008. (57)

DZumhur A, et al;
2012. (58)

EAC: Enfermedad arterial coronaria, IAM: infarto agudo de miocardio.
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El gen que codifica parael receptor TLR4 se encuentra localizado
en el cromosoma 9 (9q32-q33). Este gen estd compuesto por 3 exones
y dos intrones. En el tercer exén se han hallado dos polimorfismos
de un solo nucleétido (SNPs) no sinénimos, Asp299Gly (+896 A/G;
rs4986790) y Thr3991le (+1196 C/T; rs4986791), que pueden ser
cosegregados. En el Cuadro 3 se muestran los principales estudios de
asociacion entre los polimorfismos del gen 7LR4 y enfermedad coronaria.

HIPOTESIS

Silos TLR2y TLR4 expresados en el corazén humano participan
en la respuesta inflamatoria en dicho 6rgano y los polimorfismos en
los genes codificantes de estos receptores afectan su estructura y/o
funcién, entonces algunas variantes polimérficas funcionales en los
genes TLR2 y TLR4 pudiesen ocasionar una respuesta inflamatoria
exacerbada y deletérea en los pacientes que sufren sindrome coronario
agudo y constituir marcadores de susceptibilidad y/o severidad de
la cardiopatia isquémica. Considerando que la enfermedad arterial
coronaria es un desorden cardiovascular complejo y multifactorial,
causado por la interaccion de factores de riesgo, factores genéticos y
ambientales, y que Venezuela exhibe una de las tasas de mortalidad
prematura por infarto de miocardio m4s altas de la regién, plantemos
las siguientes interrogantes:

(Los polimorfismos de los genes 7LR2 y TLR4 conferirdn
susceptibilidad y/o proteccion a desarrollar cardiopatia isquémica?

(Los polimorfismos de los genes TLR2 y TLR4 estaran
correlacionados con los factores de riesgo cardiovasculares (FRCV)?

(Los polimorfismos de los genes TLR2 y TLR4 estaran
correlacionados con la severidad de la enfermedad arterial coronaria?

OBJETIVO GENERAL

Determinar la asociacion entre la cardiopatia isquémica y la
variabilidad de los genes de receptores tipo Toll (TLR2 y TLR4) en
pacientes con sindrome coronario agudo.
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OBJETIVO ESPECIFICOS

1. Determinar la distribucién de frecuencias de los polimorfismos
Pro631His (rs5743704) y Arg753Glin (rs5743708) del gen TLR2
en individuos aparentemente sanos y pacientes con cardiopatia
isquémica.

2. Determinar la distribucion de frecuencias de los polimorfismos
Arg299Gly (rs4986790) y Thr3991Ile (4986791) del gen TLR4
en individuos aparentemente sanos y pacientes con cardiopatia
isquémica.

3. Establecerlaasociacion entre los alelos, genotipos y/o haplotipos
delos polimorfismosdel gen TLR2 y del gen TLR4 con cardiopatia
isquémica.

4. Correlacionar los polimorfismos del gen TLR2 y TLR4 con la
presenciade factores de riesgos asociados a cardiopatiaisquémica
y severidad de enfermedad arterial coronaria.

METODOLOGIA

Tipo de estudio

Estudio descriptivo, de tipo transversal o de prevalencia, de
asociacion (casos-controles) y correlacional, para determinar el grado
de relacién que pueda existir entre dos o mas variables.

Poblacién de estudio

El estudio incluy6 209 individuos venezolanos, no relacionados,
clasificados en dos grupos.

Pacientes (n=75). Individuos con diagndéstico de infarto agudo
de miocardio (IAM), determinado por hallazgos clinicos, paraclinicos
y electrocardiogrédfico, quienes acudieron a la Unidad de Cuidados
Coronarios/Consulta externa del Hospital Central del Instituto
Venezolano de los Seguros Sociales “Dr. Miguel Pérez Carrefio”. El
diagnéstico de JAM estuvo enmarcado dentro del documento consenso
de la Sociedad Europea de Cardiologia y el Colegio Americano de
Cardiologia (68).
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Controles (n=134). Individuos aparentemente sanos con o sin
factores de riesgo cardiovascular (FRCV).

En ambos grupos se excluyeron aquellos individuos con
antecedentes de enfermedades hepdticas, autoinmunitarias, neoplésicas
o IAM secundario a otras causas. Todos los individuos participantes
firmaron un consentimiento aprobado por el Comité de Bioética del
Hospital Central de Instituto Venezolano de los Seguros Sociales “Dr.
Miguel Pérez Carrefio”

Cabe destacar que no se incluye en este trabajo registro sobre la
evolucion clinicaa mediano y largo plazo de los pacientes participantes
en el mismo.

Determinacion de presencia y severidad de enfermedad arterial
coronaria

En la Unidad de Cuidados Coronarios/Consulta Externa del
Hospital Central del Instituto Venezolano de los Seguros Sociales “Dr.
Miguel Pérez Carrefio”, a los 75 pacientes se les realizé la angiografia
coronariadiagndstica, mediante un abordaje femoral oradial. Latécnica
estadeterminada porlaaccesibilidad vascular del paciente y preferencia
del operador. Todas las angiografias se filmaron a 15 cuadros/syCine,
se almacenaron en el momento de la adquisicién en formato DICOM.

Para la evaluacién de la severidad de la enfermedad arterial
coronaria (EAC), se utilizé la definicién establecida por American
College of Cardiology (ACC), donde la severidad de la lesion, segin
la obstruccién visual del lumen, se clasific6 como Leve: < 50 %,
Moderada: 50 %-69 % y Severa: =70 %, considerdandose enfermedad
arterial coronaria obstructiva significativa lesiones mayores o iguales
a 70 %. Las lesiones significativas se categorizaron en lesiones tipo
A, B y C. Esta definicién se utiliz6 para el circuito izquierdo (arteria
descendiente anterior, arteria circunfleja) y derecho (arteria coronaria
derecha), con excepcidn del tronco principal izquierdo, para el cual,
la enfermedad esta presente cuando hay un compromiso de =50 % del
diametro del vaso (69).
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Clasificacion clinica de los pacientes
Basado en el electrocardiograma (ECG) de ingreso, los pacientes
con SCA se clasificaron clinicamente en pacientes:
1. Sin elevacioén del segmento ST (SCA-SEST)
2. Con elevacion del segmento ST (SCA-CEST).

Con los resultados de la angiografia coronaria los pacientes
fueron clasificados en dos grupos:

1. Con enfermedad arterial coronaria obstructiva significativa
(EACOS). Pacientes con lesiones significativas de arterias
coronarias epicardicas y estenosis coronaria =50 %

2. Con enfermedad arterial coronaria obstructiva no significativa
(EACONS). Pacientes sin estenosis de la arteria coronaria en
cualquier arteria relacionada con el infarto. Esto incluye tanto a
pacientes con arterias coronarias normales (sin estenosis > 30 %)
0 ateromatosis coronaria leve (estenosis > 30 %, pero <50 %)

Recoleccion y procesamiento de las muestras.

Se extrajo por puncién venosa 5 mL de sangre total a los indi-
viduos participantes, utilizando EDTA-Na? como anti-coagulante. Las
muestras fueron almacenadas en condiciones apropiadas en el Hospital
Central del Instituto Venezolano de los Seguros Sociales “Dr. Miguel
Pérez Carrefio” y posteriormente trasladadas al Centro de Medicina
Experimental, del Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas
(IVIC) para la extraccion del ADN gendémico.

Extraccion de ADN genémico por el método de Bunce

El ADN genémico fue extraido de las células blancas de sangre
venosa utilizando el protocolo de Bunce (70).

El procedimiento de extraccion se describe a continuacion: la
muestra de sangre periférica con anticoagulante se centrifugd por 10
minutos a 1 000 g para obtener los leucocitos (capa blanca), estos
fueron lavados con 10 mL de buffer de lisis de células rojas (RCLB:
Red Cell Lysing Buffer). Posteriormente, se centrifugd por 10 minutos
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a 1000 g, se descarto el sobrenadante y se repiti6 el lavado con RCLB
hasta que el precipitado de leucocitos quedé blanco. Luego se afiadi6 al
precipitado de leucocitos 3 mL de buffer de lisis nuclear (NLB: Nuclear
Lysing Buffer) y se dejé incubando en bafio a 56°C por dos horas o
hasta que se disolvi6 el precipitado. Una vez disuelto, se afiadié 1 mL
de cloruro de sodio (NaCl 5,25 M), se agitd en vortex y afiadié 2 mL
de cloroformo, se agité nuevamente hasta formar una solucién lechosa.
Posteriormente, se centrifugd por 20 minutos a 1 000 g. Luego con una
pipeta de polipropileno se aspird la fase acuosa, que contiene el ADN,
y se transfirié a un tubo de polipropileno de 50 mL. A la fase acuosa
se le afiadié 2 volumenes de etanol 95 % frio y se incubd hasta que
el ADN precipit6. Finalmente, se capturd la malla de ADN con una
pipeta de polipropileno y se transfirié a un tubo de 1,5 mL estéril. El
ADN se lavé con etanol 70 % y, finalmente, se resuspendio en buffer
TE 1X (10 mM Tris-HCI, 1mM EDTA-Na?).

Ajuste de concentracion del ADN genémico

Laconcentracién de ADN se determind por lectura de la densidad
optica (DO), midiendo la absorbancia a 260 nm y a 280 nm de cada
muestra (2 pL). Para ello, se utilizé un espectrofotémetro de micro-
volumen (NanoDrop™ 2000). La concentracién del ADN (ug/mL) se
determiné a través de la siguiente férmula:

[ADN]doble cadena =50 mg/mL (Factor constante) x DO 260 nm

1D0O260 nm = 50 mg de ADN/mL

Se calcul6 el indice = DO260 nm/DO280 nm (este debe ser
mayor de 1,7), para determinar el grado de pureza del ADN extraido.

Evaluacion de la calidad e integridad del ADN

Lacalidad del ADN gendmico se verificé mediante electroforesis
en gel de agarosa al 0,7 % en TBE 1X (0,5 M Tris-HCL, 0,6 M
acido boérico, 10 mM EDTA-Na?, pH=8,2) utilizando bromuro de
etidio como colorante, a una concentraciéon de 0,5 pg/mL, para su
posterior visualizacién en un sistema de foto documentacién (Bio-
Rad. ChemiDoc® XRS). En cada pozo del gel se coloc6 5 uL. de ADN
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con 2 pL de buffer de carga y se utilizé como control 5 pL. del ADN
del Fago Lambda (A) sin digerir, a una concentraciéon de 200 pg/mL
(Promega). Las corridas electroforéticas se realizaron a 100 voltios
durante 30 minutos.

Analisis del polimorfismo

Para el analisis del polimorfismo genético se utiliz6 la técnica
PCR-SSP (Reaccién en Cadena de la Polimerasa-Iniciadores de
Secuencias Especificas), que permite identificar el polimorfismo
directamente, utilizando iniciadores especificos durante el proceso
de PCR Y. Después del proceso de PCR, los fragmentos de ADN
amplificados se separan mediante electroforesis en geles de agarosa,
previamente tefiidos con bromuro de etidio. La interpretacion de los
resultados de la PCR-SSP se basa en la presencia o ausencia de un
fragmento especifico de ADN. Dado que la amplificacion durante la
reaccion de PCR puede ser adversamente afectada por diversos factores
(errores de pipeteo,calidad deficiente del ADN, presenciade inhibidores,
etc.),es incluido un par de iniciadores que amplifican un control interno.
Este par de iniciadores amplifican una regién conservada de un gen
constitutivo, que esta presente en todas las muestras de ADN humano
y se utiliza para verificar la integridad de la reaccién de PCR. En
presenciade unabanda positivade tipificacion (amplificacion especifica
de un alelo), el producto del par de iniciadores del control interno puede
estar débil o ausente debido a las diferencias en concentracion y a las
temperaturas de fusion entre los pares de iniciadores especificos y el
par de iniciadores del control interno.

Determinacion del polimorfismo rs5743704 (Pro631His) del gen
TLR2

La variante Pro631His (rs5743704) del gen TLR?2 se determind
utilizando los iniciadores y el protocolo descrito por Smit LAMy col.,
2007 (72) (Cuadro 4).

Se prepararon dos mezclas de reaccidn, una con los iniciadores
para el alelo G y la otra con los iniciadores para el alelo T. Cada
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mezcla de reaccion, de 10 L. cada una, se prepar6 con los siguientes
reactivos: 5,82 uL. de agua destilada, 1 L. de PCR buffer (1X), 0.4
uL de los iniciadores TLR2 (0,4 pmol/ uL), 0,1 uL de los iniciadores
internos ABO (0,1 pmol/ L), 0,2 uL. de Tris-HCI-NH, (0.4 mM), 0,5
uL de KCI (2,5 mM), 0,2 uLL de dNTPs (0,2 mM), 0,2 L. MgCl (1
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mM), 0,08 uLL de enzima Taq polimerasa (0,02 U/uL), 1 uL. de ADN
genémico (200 uxg/mL). Se incluyé un control negativo (mezcla de
reaccion sin ADN) para descartar contaminacion. Se utilizaron las
siguientes condiciones de amplificacion: 96°C por 1 minuto, seguido
por 4 ciclos: desnaturalizaciéon 96°C por 25 segundos, hibridacion
a 70°C por 45 segundos y 75°C por 25 segundos, seguido por 20
ciclos con las siguientes caracteristicas: desnaturalizacion 96°C por
25 segundos, hibridaciéon 65°C por 50 segundos y extensién a 72°C
por 30 segundos, seguido por 3 ciclos: desnaturalizacién 6°C por 30
segundos, hibridacién 55°C por 60 segundos y extension a 72°C por
90 segundos. Culminado el nimero de ciclos sefialados, la etapa de
extension final se realizé a72 °C por 10 minutos. El producto de PCR
se verific6 en geles de agarosaal 1,5 % (Sigma) tefiidos con bromuro de
etidio (0,5 pg/mL). La corrida se realizé a 100 voltios por 30 minutos,
utilizando como referencia un marcador de tamafio molecular de 100
pares de bases (Axygen).

Determinacion del polimorfismo rs5743708 (Arg753GIn) del gen
TLR2

La variante Arg753GlIn (rs5743708) del TLR2 se determind
utilizando los iniciadores y el protocolo descrito por Smit LAM y col.,
2007 7@ (Cuadro 5).

Se prepararon dos mezclas de reaccion, una con los iniciadores
para el alelo T y la otra con los iniciadores para el alelo C. Cada
mezcla de reaccion, de 10 L. cada una, se prepar6 con los siguientes
reactivos: 5,82 uLL de agua destilada, 1 yL. de PCR buffer (1X), 0.4
uL de los iniciadores TLR2 (0,4 pmol/ uL.), 0,1 uL de los iniciadores
internos HLA-DR (0,1 pmol/ uL), 0,2 uLL de Tris-HCI-NH, (0.4 mM),
0,5 uL de KCI1 (2,5 mM), 0,2 uL. de dNTPs (0,2 mM), 0,2 uL. MgCl (1
mM), 0,08 uLL de enzima Taq polimerasa (0,02 U/uL), 1 uL. de ADN
genémico (200 ug/mL). Se incluyé un control negativo (mezcla de
reaccion sin ADN) para descartar contaminacion. Se utilizaron las
siguientes condiciones de amplificacion: 96°C por 1 minuto, seguido
por 4 ciclos: desnaturalizacién 96°C por 25 segundos, hibridacion
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a 70°C por 45 segundos y 75°C por 25 segundos, seguido por 20
ciclos con las siguientes caracteristicas: desnaturalizacion 96°C por
25 segundos, hibridaciéon 65°C por 50 segundos y extensién a 72°C
por 30 segundos, seguido por 3 ciclos: desnaturalizacién 96°C por 30
segundos, hibridacién 55°C por 60 segundos y extension a 72°C por
90 segundos. Culminado el nimero de ciclos sefialados, la etapa de
extension final se realiz6 a72°C por 10 minutos. El producto de PCR
se verific6 en geles de agarosaal 1.5 % (Sigma) tefiidos con bromuro de
etidio (0,5 pg/mL). La corrida se realizé a 100 voltios por 30 minutos,
utilizando como referencia un marcador de tamafio molecular de 100
pares de bases (Axygen).

Determinacion del polimorfismo Arg299Gly (rs4986790) del gen
TLR4

El polimorfismo Arg299Gly (rs4986790) del gen TLR4 se
determiné utilizando los iniciadores y el protocolo descrito por Tajik
et al, 2010 (73) (Cuadro 6).

Se prepararon dos mezclas de reaccion, una con los iniciadores
parael alelo Ay la otra con los iniciadores para el alelo G, esta mezcla
consistié en: 1 uL. de PCR buffer con amonio (1X), 0.4 uL de los
iniciadores TLR4 (0.4 uM c/u), 0,1 uL de los iniciadores ABO (0,1
uM c/u), 0,2 uLL de Tris-HCI (0,4 mM), 0,5 uL. de KC1 (2,5 mM), 0,2
uL de dNTPs (0,2 mM), 0,5 uL. MgCl12 (2,5 mM), 0,1 L. de enzima
Taq polimerasa (0,05 U/uL), 1 uL. de ADN genémico (50-100 ng) y se
completé con agua bidestilada hasta un volumen de reaccion final de
10 pL. Se incluy6 un control negativo (mezcla de reaccion sin ADN)
para descartar contaminacion.

Las siguientes condiciones fueron utilizadas paralaamplificacion,
94°C por 2 minuto, seguido por 10 ciclos: desnaturalizacién 94°C por
10 segundos, hibridacién a 65°C por 60 segundos, seguido por 20
ciclos con las siguientes caracteristicas: desnaturalizacion 94°C por 10
segundos, hibridacién 61°C por 50 segundos y extension a 72°C por
30 segundos. El producto de la PCR se verific6 en geles de agarosa al
1,5 % (Sigma) tefiido con bromuro de etidio (0,5 pg/mL). La corrida

90 Urbina-Medina H, Soyano A.



los genes

P

{a isquémica y su asociacion con

3

Cardiopat
de susceptibilidad, en pacientes con sindrome coronario agudo menores de 55 afios

qd 61 DLODILOLIDOLODOVILLOLLOVLOLIVVOIDV opnuasnuy

DVIDDDDNIDILOOVODILID oprjuas odv
DO IVOIIIDVILIOVIDOVOVLL unuwod Ioperdruy
DOVVIOVIVVOVOLLLOVD (66TA1D) D OV (A1D6631V)

qd L0¢ VOILVOIDDIDVLOVIOVOVLL (667dsV) VOISV 06L9861S1
vogaowiIjoq

ouewe], (,€-.S) eUINIAS sdaopenIuy dJUEBLIBA
AL U3 [op

061986151 owsyaowrjod [o reuruurolop ered SOPeZI[IIN SOIOPEIDIUL SO 9P SLIOUINIAS *g 0Ipen))

91

Blanco Sobrino S.



Coleccion Razetti. Volumen XXXI.

se realizé a 100 voltios por 30 minutos, utilizando como referencia un
marcador de tamafio molecular de 100 pares de bases (Axygen).
Determinacion del polimorfismo Thr3991le (rs4986791) del gen
TLR4

Elpolimorfismo Thr3991le (1s4986791) del gen TLR4 se determind
utilizando los iniciadores y el protocolo descrito por Smit LAMy col.,
2007 (72) (Cuadro 7).

Se prepararon dos mezclas de reaccion, una con los iniciadores
para el alelo C y la otra con los iniciadores para el alelo T, esta mezcla
consistié en: 1xL. de PCR buffer (1X), 0.4uL de los iniciadores TLR4
04 uM c/u), 0,1uL de los iniciadores HLA-DR (0,1 uM c/u), 0,2
uL de Tris-HCI-NH4 (0,4 mM), 0,5 uL. de KCI (2,5 mM), 0,2 4L de
dNTPs (0,2 mM), 0,2 uLL. MgCI2 (1 mM), 0,08 L. de enzima Taq
polimerasa (0,02 U/uL), 1 uLL. de ADN genémico (50-100 ng) y se
completé con agua bidestilada hasta un volumen de reaccién final de
10 pL.. Se incluy6 un control negativo (mezcla de reaccion sin ADN)
para descartar contaminacion.

Las siguientes condiciones fueron utilizadas paralaamplificacion,
96°C por 1 minuto, seguido por4 ciclos con las siguientes caracteristicas:
desnaturalizacion 96°C por 25 segundos, hibridacién a 70°C por 45
segundos y 75°C por 25 segundos, seguido por 20 ciclos con las
siguientes caracteristicas: desnaturalizacién 96°C por 25 segundos,
hibridacién 65°C por 50 segundos y extension a 72°C por 30 segundos,
seguido por 3 ciclos con las siguientes caracteristicas: desnaturalizacién
96°C por 30 segundos, hibridacién 55°C por 60 segundos y extension
a 72°C por 90 segundos.

Luego de realizar el nimero de ciclos sefalados, la etapa de
extension final se realizé a 72°C por 10 minutos. El producto de PCR
de la variante Thr399lle de TLR4 se verificé en geles de agarosa al
1,5 % (Sigma) tefiidos con bromuro de etidio (0,5 ¢g/mL). La corrida
se realizé a 100 voltios por 30 minutos, utilizando como referencia un
marcador de tamafio molecular de 100 pares de bases (Axygen).
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Analisis Estadistico

Las frecuencias alélicas y genotipicas fueron calculadas por
contaje directo. Para determinar la posible susceptibilidad conferida
por los polimorfismos TLR a desarrollar IAM, se calcul6 la fuerza
de asociacién mediante el Odds Ratio (OR), con el correspondiente
intervalo de confianza (IC 95 %). La significancia estadistica de las
diferencias de frecuencias, entre el grupo de pacientes y controles,
fueron consideradas cuando el valor de p fue menora0.05. El equilibrio
de Hardy-Weinberg, los modelos de herencia fueron determinados
utilizando la herramienta SNPStats (74). Las correlaciones entre
la variabilidad de los polimorfismos estudiados, factores de riesgo
cardiovascular tradicionales, ocurrencia, tipo y severidad del IAM y
la severidad de la EAC se realizaron utilizando el paquete estadistico
SPSS Statistic version 20 (75).

RESULTADOS

Caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes con IAM
e individuos aparentemente sanos

Las caracteristicas demograficas de los pacientes e individuos
aparentemente sanos (controles) se muestran en el Cuadro 8. De los
75 pacientes incluidos, 17,3 % eran mujeres y 82,7 % hombres, con un
rango de edad comprendido entre 24 y 55 afios y un promedio de 45,08
+ 7,03 afios. Con respecto a los 134 controles, 56,0 % eran mujeres
y 44.0 % hombres, con un rango de edad comprendido entre 30 y 83
afios y un promedio de 51,92 + 10,89 afios. Cabe destacar que cuando
se sometieron al andlisis estadistico de asociacién entre pacientes y
controles se realiz6 la correspondientes ajustes para las variables edad
y sexo entre pacientes y controles utilizando el correspondiente analisis
de regresion logistica.

Al establecer comparaciones de las frecuencias de los factores
de riesgo cardiovascular (FRCV) entre ambos grupos, observamos una
frecuencia significativamente incrementada de individuos masculinos
(OR: 6,1; IC 95 %: 3,05-12,07; p: <0,00001), casos de hipertension
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Cuadro 8. Caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes con IAM
e individuos aparentemente sanos (controles)

Caracteristicas Pacientes Caracteristicas Controles
con TAM (n=134)
(n=75)

Sexo Sexo

Femenino 17,3 (13) Femenino 56,0 (75)

Masculino 82,7 (62) Masculino 440 (59)

Rango de edad (afios) 24-55 Rango de edad (aiios) 30-83

Edad promedio 45,08 +7,03 Edad promedio 51,92 + 10,89

FRCYV presentes FRCYV presentes

HTA 57,3 (43) HTA 27,6 (37)

DM 20,0 (15) DM 14,9 (20)

Tabaquismo 53,3 (40) Tabaquismo 41,0 (55)

Obesidad 16,0 (12) Obesidad 26,9 (36)

Dislipidemia 14,7 (11) Dislipidemia 254 (34)

Sedentarismo 82,7 (62) Sedentarismo 24,6 (33)

Presentacion clinica

SCASEST 44 0 (33)

SCACEST 54,7 (41)

(OR: 3,1; IC 95 %: 1,72-5,68; p: 0,000078) y sedentarismo (OR:
12,6; IC 95 %: 6,12-25,82; p: <0,00001) asi como tabaquismo el cual
se encontrd en el 53,3 % (n:40), en el grupo de pacientes versus los
individuos aparentemente sanos. Con respecto a la presentacién clinica
del infarto, el 44,0 % (33) de los pacientes se clasificaron clinicamente
en pacientes con SCASEST y 54,7 % (41) en pacientes con SCACEST.

Las frecuencias estdn expresadas en porcentajes y entre parén-
tesis se indica el nimero de individuos. DM: Diabetes mellitus, HTA:
Hipertension arterial, FRCV: Factores de riesgo cardiovascular, SCA:
Sindrome coronario agudo, SEST: Sin elevacién del segmento ST,
CEST: Con elevacion del segmento ST.
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Caracteristicas angiograficas de las arterias epicardicas de los
pacientes con IAM

Entre las caracteristicas ecocardiograficas de los pacientes
incluidos, se investigd la funcién sistélica del ventriculo izquierdo al
momento del ingreso, estimandose levemente disminuida (40,67 % +
9,08). Basados en la angiografia coronaria diagndstica, se evidenci6
que el 96 % de los pacientes poseian enfermedad arterial coronaria
obstructiva significativa de arterias epicardicas (EACOS) y s6lo 4 %
de los pacientes presentaron enfermedad arterial coronaria obstructiva
no significativa (EACONS).

El analisis de severidad de la EAC, definida de acuerdo al nimero
de arterias coronarias involucradas, mostré que el 64 % de los pacientes
tenian un vaso coronario principal afectado, 32 % dos vasos principales
afectados y el 4 % tres vasos principales. La arteria afectada con
mayor frecuencia, fue la arteria descendente anterior (ADA), seguida
por la arteria coronaria derecha (ACD), la arteria circunfleja (ACX) y
el tronco coronario izquierdo o tronco principal (TCI/TP) (Cuadro 9).

Lafrecuenciaestdexpresadaen porcentaje. Los valores mostrados
entre paréntesis representan el nimero de individuos. EACOS:
Enfermedad arterial coronaria obstructiva significativa de arterias
epicardicas; EACONS: Enfermedad arterial coronaria obstructiva
no significativa. ADA: Arteria descendente anterior; ACD: Arteria
coronaria derecha, ACx: Arteria circunfleja; TCI/TP: tronco coronario
izquierdo o tronco principal.

Prevalencia de arteria afectada segin sexo.

La arteria méas afectada en ambos sexos fue la arteria descendente
anterior (DA), sin diferencias significativas entre ambos sexos. Sin
embargo,se observo que laarteriacircunfleja (Cx) fue laarteria culpable
significativamente mas prevalente en pacientes masculinos. Enninguna
de las mujeres se observé compromiso del tronco coronario izquierdo
siendo mayor el porcentaje de hombres con compromiso de este vaso
(8 %) (Cuadro 10).
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Cuadro 9. Caracteristicas angiogrdficas de las arterias epicardicas de los
pacientes con IAM

Caracteristicas angiograficas Frecuencia (n=75)

Enfermedad arterial coronaria

EACOS 96 (72)
EACONS 4 (3)
Numero de arterias coronarias involucradas
Uno 64 (48)
Dos 34 (24)
Tres 4 (3)
Arteria afectada
ADA 66,7 (50)
ACD 413 (31)
ACx 30,7 (23)
TCI/TP 6,7 (5

La frecuencia estd expresada en porcentaje. Los valores mostrados entre
paréntesis representan el nimero de individuos. EACOS: Enfermedad
arterial coronaria obstructiva significativa de arterias epicardicas; EACONS:
Enfermedad arterial coronaria obstructiva no significativa. ADA: Arteria
descendente anterior; ACD: Arteria coronaria derecha, ACx: Arteria circunfleja;
TCI/TP: tronco coronario izquierdo o tronco principal.

Cuadro 10. Prevalencia de arteria afectada segun el sexo

Arteria afectada Frecuencia Femenino Masculino P
(n=175) (n=13) (n=62)

ADA 66,7 (50) 76,9 (10) 64,5 (40) 0,19

ACD 41,3 (31) 16,1 (5) 41,9 (26) 0,40

ACx 30,7 (23) 7,7 (1) 35,5 (22) 0,02

TCI/TP 6,7 (5) 0 8,1 (5 0.23

ADA: Arteria descendente anterior; ACD: Arteria coronaria derecha, ACx:
Arteria circunfleja; TCI/TP: tronco coronario izquierdo o tronco principal.
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Clasificacion Killip-Kimball

Dado quelaclasificacion de Killip-Kimball (76) enel momento de
la admision del paciente sigue siendo un importante factor prondstico,
la misma fue realizada en el 57 % de los pacientes, de los cuales el
97,6 % fueron clasificaron como Killip I (Infarto no complicado) y solo
2.4 % como Killip II (Insuficiencia cardiaca moderada: estertores en
bases pulmonares, galope por S3, taquicardia).

Ademas, se observo en el grupo de pacientes con informacién de
la localizacién del infarto en el ventriculo izquierdo, que el 52 % de los
pacientes lo presentaba en la cara anterior y el 48 % en la cara inferior.

Compromiso de la funcién sistélica del ventriculo izquierdo

Al evaluar el compromiso de la funcién sistélica del ventriculo
izquierdo midiendo el porcentaje de fraccion de eyeccion (FEVI), a
través del ecocardiograma transtordcico, se determind el porcentaje
promedio de fraccién de eyeccion del ventriculo izquierdo (VI) para
los pacientes con infarto, el cual fue de 40,7 % con una desviacién
estandar de 9 (40,7 £ 9,08). EIl maximo valor obtenido de FEVI fue
de 60 % y el minimo de 19 %.

Evaluacion de la calidad del ADN genémico

Para verificar la calidad del ADN genémico se procedié a
visualizarlos en geles de agarosa al 0,75 % en TBE 1X, utilizando
bromuro de etidio como colorante. Esto permitié evidenciar que el
ADN gendmico obtenido de las muestras de sangre periférica no estaba
degradado (Figura 12).

Polimorfismo rs5743708 (Arg753Gln) del gen TLR2

El polimorfismo rs5743708 (Arg753GIln) del gen TLR2 se
determiné a través de la técnica PCR-SSP. En la Figura 13 se muestra
el producto amplificado correspondiente al alelo T o C (423 pb). La
bandade 785 pb corresponde al control interno de lareaccion (HLA-DR).
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Fagod 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1

Figura 12. Visualizacién de los ADN gendémicos, mediante electroforesis en
gel de agarosa (0,75 %) en buffer TBE 1X. Los carriles 1 al 9 corresponden
a las muestras de ADN de algunos de los individuos incluidos en el estudio.
El carril Fago 1 corresponde al ADN del fago lambda ajustado a 200 pxg/mL
(marcador de referencia).

800 pb
700 pb
600 pb —> 785pb
500 pb
400 pb —> 423 pb

ALEOL ALELOT

Figura 13. Visualizacién de los productos amplificados por PCR del
polimorfismo rs5743708 (Arg753GlIn) del gen TLR2 en gel de agarosa al
1,5 % en buffer TBE 1X, teniido con bromuro de etidio. Los carriles 3 al 5
corresponden a la amplificacion del alelo C (423 pb) y los carriles 6 al 8 a la
amplificacién del alelo T (423 pb). El carril 1 corresponde al marcador de
tamafio molecular y el carril 2 el control negativo (sin ADN). En todos los
carriles se observa la presencia del control interno HLA-DR (785 pb).

Polimorfismo rs5743704 (Pro631His) del gen TLR2 (Figura 14)
El polimorfismo rs5743704 (Pro631His) del gen TLR2 se
determiné a través de la técnica PCR-SSP. En la Figura 14 se muestra
el producto amplificado correspondiente al alelo G o T (267 pb). La
banda de 419 pb corresponde al control interno de la reaccién (ABO).
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419 pb —
267 pb —

Alelo 6 Alelo T

Figura 14. Visualizacion de los productos amplificados por PCR del
polimorfismo rs5743704 (Pro631His) del gen TLR2 en gel de agarosa al
1,5 % en buffer TBE 1X, tefiido con bromuro de etidio. Los carriles 1 al 4
corresponden a la amplificacion del alelo G (267 pb) y los carriles 5 al 8 ala
amplificacion del alelo T (267 pb). El carril 9 corresponde al marcador de
tamafo molecular. En todos los carriles se observa la presencia del control
interno ABO (419 pb).

Polimorfismo rs4986790 (Arg299Gly) del gen TLR4

El polimorfismo rs4986790 (Arg299Gly) del gen TLR4 se
determiné a través de la técnica PCR-SSP. En la Figura 15 se muestra
el producto amplificado correspondiente al alelo A o G (307 pb). La
banda de 409 pb corresponde al control interno de la reaccion (ABO).

Polimorfismo rs4986791 (Thr2991le) del gen TLR4
Elpolimorfismors4986791 (Thr2991le) del gen TLR4 se determind
através de la técnica PCR-SSP. En la Figura 16 se muestra el producto
amplificado correspondiente al alelo T o C (406 pb). La banda de 785
pb corresponde al control interno de la reaccion (HLA-DR).
Determinacion del equilibrio de H-W y modelo de herencia de
los polimorfismos de los genes TLR2 y TLR4
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Figura 15. Visualizacién de los productos amplificados por PCR del
polimorfismo rs4986790 (Arg299Gly) del gen TLR4 en gel de agarosa al
1,5 % en buffer TBE 1X, tefiido con bromuro de etidio. EI gel superior
corresponde a la amplificacién del alelo A silvestre (307 pb) y el gel inferior
a la amplificacion del alelo G mutado (307 pb). La presencia de la banda de
307 pb indica que el individuo posee el alelo correspondiente. En todos los
carriles se observa la presencia del control interno ABO (419 pb). El primer
carril de ambos geles es el marcador de tamafio molecular.

Utilizando el programa SNPstats, se confirmo, en los individuos
aparentemente sanos, la existencia del equilibrio de H-W para la
distribucién genotipica de los polimorfismos rs5743708 (Arg753Gln)
y rs5743704 (Pro631His) del gen TLR2 y del polimorfismo rs4986791
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—> 785ph

—> 406 pb

AleloT Alelo C

Figura 16. Visualizacién de los productos amplificados por PCR del
polimorfismo rs4986791 (Thr2991le) del gen TLR4 en gel de agarosa al
1,5 % en buffer TBE 1X, teniido con bromuro de etidio. Los carriles 2 al 4
corresponden al alelo T mutado (406 pb) y los carriles 7 al 9 corresponden al
alelo C silvestre (406 pb). En todos los carriles se observa la presencia del
control interno HLA-DR (785 pb). El carril 1 y 6 corresponden al control
negativo. El carril 5 es el marcador de tamafio molecular.

(Thr2991le) del gen TLR4 (Cuadro 11). No obstante, la distribucion
genotipica del polimorfismo rs4986790 (Arg299Gly) del gen TLR4
no se ajustd al equilibrio de H-W, por ende, este polimorfismo no
se incluyd en los andlisis de asociacién ya que se establece que la
poblacién tendré las frecuencias genotipicas especificadas (llamadas
proporciones d Hardy-Weinberg) tras una generacién de apareamiento
aleatorio dentro de la poblacion. Cuando esto no sucede puede deberse
a Endogamia, la cual provoca un aumento de la homocigosis. Puede
deberse a emparejamiento selectivo que también causa este fendmeno
de homocigosis y la mas frecuente que es lo mas probable que esté
pasando en nuestro trabajo, que es el tamaio reducido de la muestra que
causaun cambio aleatorio de la frecuencias genotipicas, especialmente
si la poblacion es muy pequena. Esto es debido al efecto de muestreo
y se llama Deriva Genética.
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Cuadro 11. TLR2 y TLR4 en individuos venezolanos aparentemente sanos y
pacientes con IAM

Genotipo TLR2 Frecuencia Frecuencia Valor
rs5743708 (Arg753GIn) Observada Esperada de p
Controles C/C 131 131 1
(n=134) C/T 3 3
Casos C/C 72 72 1
(n=73) C/T 1 1
Genotipo TLR2 Frecuencia Frecuencia
rs5743704 (Pro631His) Observada Esperada
Controles G/G 131 131 1
(n=132) G/T 1 1
Casos G/G 72 72 1
(n=73) G/T 1 1
Genotipo TLR4 Frecuencia Frecuencia
rs4986790 (Arg299Gly) Observada Esperada
Controles A/A 116 113,3 0,0016
(n=126) A/G 7 12,3
G/G 3 0,3
Casos A/A 61 604 0,29
(n=70) A/G 8 9,3
G/G 1 04
Genotipo TLR4 Frecuencia Frecuencia
rs4986791 (Thr399Ile) Observada Esperada
Controles C/C 127 126,1 0,1
(n=134) C/T 6 7,8
T/T 1 0,1
Casos C/C 66 65,3 0,23
(n=74) C/T 7 8,5
T/T 1 0,3

p: probabilidad; valores de p = 1: no significativo; valores de p < 0,05:

significativo.
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Distribucion de frecuencia genotipica y alélica de los polimorfismos
delos genes TLR2y TLR4 enindividuos venezolanos aparentemente
sanos y pacientes con IAM

Al analizar los polimorfismos rs5743708 (Arg753Gln) y
rs5743704 (Pro631His) del gen TLR2 en los individuos aparentemente
sanos (controles) y pacientes con IAM, se observé la presencia de dos
de los tres genotipos posibles en ambos polimorfismos. Presentando
los genotipos homocigotos silvestre (C/C y G/G) la mayor frecuencia,
seguido por el genotipo heterocigoto (C/T, G/T). Asimismo, en los
dos grupos estudiados, se observé una mayor frecuencia de los alelos
silvestre (C y G) y una menor frecuencia de los alelos mutado (T).
Con respecto a los polimorfismos TLR4 rs4986790 (Arg299Gly) y
rs4986791 (Thr3991le), se observod en los controles y pacientes los tres
genotipos posibles. Presentando los genotipos homocigotos silvestre
la mayor frecuencia (A/A, C/C), seguido por el genotipo heterocigoto
(A/G, C/T) y el genotipo homocigoto mutado (G/G, T/T). En ambos
grupos se observé una mayor frecuencia de los alelos silvestre (A 'y
C) y una menor frecuencia de los alelos mutado (G y T) (Cuadro 12).

La frecuencia estd expresada en porcentaje. Los valores mos-
trados entre paréntesis representan el nimero de individuos portadores
del genotipo o el nimero de veces que se repite el alelo para el sitio
polimérfico estudiado.

Modelos de herencia de las variantes rs5743708 (Arg753Gln) y
rs5743704 (Pro631His) del gen TLR2

El modelo de herencia de las variantes rs5743708 (Arg753Gln) y
rs5743704 (Pro631His) del gen TLR2 no se pudo establecer debido a
la ausencia del genotipo homocigoto mutado en ambos polimorfismos.

Modelos de herencia de las variantes rs4986790 (Arg299Gly) y
rs4986791 (Thr399Ile) del gen TLLR4

Alanalizarel modelo de herenciadel genotipo homocigoto mutado
de la variante rs4986791del gen TLR4, ajustado para los factores de
riesgo cardiovascular (Sexo,Edad,Hipertension, Tabaquismo,Obesidad,
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Dislipidemia, Diabetes y Sedentarismo), se establecié el modelo
de herencia dominante aditivo para dicho polimorfismo rs4986791
(Thr2991le), al presentar el valor de probabilidad (p) mas bajo. El
modelo aditivo indica que cada copia del alelo mutado modifica el
riesgo en una forma aditiva, es decir, el genotipo homocigético mutado
confiere un riesgo doble con respecto al genotipo heterocigoto.

Asociacion de los polimorfismos de los genes TLR2 y TLR4 con
susceptibilidad a desarrollar IAM

Al establecer la comparacién de frecuencias genotipicas, entre
pacientes y controles, considerando el modelo de herencia de cada
variante y mediante el andlisis de regresion logistica ajustado por sexo,
edad, hipertension arterial, hdbito tabdaquico, obesidad, dislipidemia,
diabetes y sedentarismo, no se observaron diferencias significativas
para las variantes TLR2 rs5743708 (Arg753GlIn) y TLR2 rs5743704
(Pro631His).

Conrespectoalavariante TLR4 rs4986791 (Thr3991le),se observd
una frecuencia significativamente incrementada de los genotipos que
poseen por los menos un alelo mutado (C/T + T/T) en los pacientes
con respecto a los individuos aparentemente sanos (OR= 3; IC 95 %:
0,90-10,39, p=0,03) (Cuadro 13).

Asociacion de los polimorfismos de los genes TLR2 y TLLR4 con el
tipo de sindrome coronario

Al establecer la comparacion de frecuencias genotipicas, entre
pacientes con infarto agudo de miocardio con y sin elevacion del
segmento ST con controles, considerando el modelo de herencia de
cada variante y mediante el andlisis de regresion logistica ajustado
por sexo, edad, hipertension arterial, hdbito tabdquico, obesidad,
dislipidemia, diabetes y sedentarismo, no se observaron diferencias
significativas para las variantes TLR2 rs5743708 (Arg753GlIn) y TLR2
1s5743704 (Pro631His). Con respecto a la variante TLR4 rs4986791
(Thr399Ile),se observé una frecuencia significativamente incrementada
de los genotipos que poseen por los menos un alelo mutado (C/T +
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Cuadro 13. Asociacion de los polimorfismos de los genes TLR2 y TLR4 con
el desarrollo de IAM

TLR2 rs5743708 (Arg753GlIn)

Genotipo IAM Controles OR P
(n=73) (n=94) (IC 95 %)

C/Cvs.C/T 72 vs. 1 93 vs. 1 0,77 0,42

(0,05-12,68)
TLR2 rs5743704 (Pro631His)

Genotipo IAM Controles OR P
(n=73) (n=92) (IC 95 %)

G/G vs. G/T 72 vs. 1 91 vs. 1 0,79

(0,05-12,86) 043
TLR4 rs4986791 (Thr3991le)

Genotipo IAM Controles OR P
(n=74) (n=94) (IC 95 %)
2T/T+C/Tvs.C/C 2(1)+7vs.66 2(0)+4vs.90 30 0,03
(0,90-10,39)

Los valores mostrados representan el nimero de individuos portadores del
genotipo.OR: Oddsratio (razén de probabilidades),IC: intervalo de confianza,
p: valor de probabilidad.

T/T) en los pacientes con elevacion del segmento ST con respecto a
los individuos aparentemente sanos (OR=3.75; IC 95 %: 0,990-14 07,
p=0,01) (Cuadro 14).

Los valores mostrados representan el nimero de individuos
portadores del genotipo. OR: Odds ratio (razén de probabilidades),
IC: intervalo de confianza, p: valor de probabilidad. SCA: Sindrome
coronario agudo, SEST: Sin elevacién del segmento ST, CEST: Con
elevacion del segmento ST.
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Cuadro 14. Asociacion de los polimorfismos de los genes TLR2 y TLR4 con
el tipo de sindrome coronario

SCACEST
TLR2 rs5743708 SCACEST Controles OR P
(Arg753Gln) (n=40) (n=94) (IC 95 %)
C/Cvs.C/T 39 vs. 1 93 vs. 1 042 0,26
(0,02-6,87)
TLR2 rs5743704 SCACEST Controles OR P
(Pro631His) (n=39) (n=92) (IC 95 %)
G/G vs. G/T 38 vs. 1 91 vs. 1 041 0,26
(0,02-6,84)
TLR4 rs4986791 SCACEST Controles OR P
(Thr3991le) (n=41) (n=94) (IC 95 %)
2T/T+ C/Tvs.C/IC 2(1)+4vs.36 2(0)+4vs.90 3,75
(0,99-14,07) 0,01
SCASEST
TLR2 rs5743708 SCASEST Controles OR P
(Arg753GlIn) (n=32) (n=94) (IC 95 %)
C/C vs.C/T 32vs.0 93 vs. 1 1 048
(0,04-26,23)
TLR2 rs5743704 SCASEST Controles OR P
(Pro631His) (n=33) (n=92) (IC 95 %)
G/G vs. G/T 33vs.0 91 vs. 1 1 0,46
(0,04-27,62)
TLR4 rs4986791 SCASEST Controles OR P
(Thr3991le) (n=32) (n=94) (IC 95 %)
2T/T+ C/Tvs.C/C 2(0)+3vs.29 2(0)+4vs.90 2,32 0,13
(0,49-11,01)

Los valores mostrados representan el nimero de individuos portadores del
genotipo.OR: Oddsratio (razén de probabilidades),IC: intervalo de confianza,
p: valorde probabilidad. SCA: Sindrome coronario agudo,SEST: Sinelevacion
del segmento ST, CEST: Con elevacién del segmento ST.
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Analisis de Desequilibrio de Ligamiento

Al analizar dos polimorfismos, para cada gen TLR estudiado,
se determiné el desequilibrio de ligamiento y se analiz6 el haplotipo
formado por ellos. El andlisis del desequilibrio de ligamiento incluy6
los estadisticos: D, D’, coeficiente de correlaciéon de Pearson r y los
valores de probabilidad p asociados. En lel Cuadro 15 se muestra el
andlisis de desequilibrio de ligamiento de los genes TLR2 y TLR4
que incluye dos SNP. Considerando que: a medida que el valor de
D' se aproxima a 1,0 el desequilibrio de ligamiento es mas fuerte y la
correlacion (r) entre ellos puede ser positiva o negativa, se observo
que los polimorfismos rs4986790 y rs4986791 del gen TLR4 se
encuentran en desequilibrio de ligamiento, con una correlacion positiva
estadisticamente significativa (p < 0,05).

Cuadro 15. Desequilibrio de ligamiento de los polimorfismos rs5743708 /
1s5743704 del gen TLR2 y los polimorfismos rs4986790/ rs4986791 del gen
TLR4

SNP D’ r P
TLR2

1s5743708 / rs5743704 0,0033 0,0023 0,96
TLR4

rs4986790/rs4986791 0,5753 04756 0,05

D’: desequilibrio de ligamiento, r: correlacién de Pearson, p: probabilidad
asociada.

Asociacion de los haplotipos formados por los polimorfismos
rs5743708 / rs5743704 del gen TLLR2 con el desarrollo de IAM

Al estimar los haplotipos formados por los polimorfismos
1s5743708 /1s5743704 del gen TLR2, mediante el andlisis de regresion
logistica ajustado por sexo,edad, hipertension arterial , habito tabaquico,

Blanco Sobrino S. 109



Coleccion Razetti. Volumen XXXI.

obesidad, dislipidemia, diabetes y sedentarismo, en individuos con
IAM y controles, se observaron tres haplotipos posibles, presentando
el haplotipo 1 la mayor frecuencia en ambos grupos. Al establecer la
comparacion de frecuencias de haplotipos entre pacientes y controles
no se observaron diferencias significativas (p: 0,44) (Cuadro 16).

Cuadro 16. Frecuencia estimada de los haplotipos rs5743708 / rs5743704 del
gen TLR2 en pacientes con IAM e individuos controles

Haplotipo rs5743708 rs5743704 IAM CONTROLES
(Arg753GIn) (Pro631His)
1 C G 0,9863 0,985
T G 0,0069 0,0112
3 C T 0,0069 0,0038

Alelos silvestres: C y G; Alelos mutados: Ty T

Asociacion de los haplotipos formados por los polimorfismos
rs4986790 y rs4986791 del gen TLR4 con el desarrollo de IAM

Al estimar los haplotipos formados por los polimorfismos
rs4986790 y rs4986791 del gen TLR4, mediante el andlisis de regresion
logistica ajustado por sexo,edad, hipertension arterial , habito tabaquico,
obesidad, dislipidemia, diabetes y sedentarismo, en individuos con
IAM y controles, se observaron cuatro haplotipos posibles: 4 en los
pacientes y 3 en los controles (Cuadro 17).

Correlacion de los polimorfismos de los genes TLR2 y TLR4 con la
presencia de factores de riesgos asociados a cardiopatia isquémica
y severidad de enfermedad arterial coronaria

Al establecer las correlaciones entre los distintos FRCV (HTA,
DM, tabaquismo,obesidad,dislipidemiay sedentarismo), clasificaciéon
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Cuadro 17. Frecuencia estimada de los haplotipos rs4986790 y rs4986791 del
gen TLR4 en pacientes con IAM e individuos controles

Haplotipos rs4986790 rs4986791 IAM CONTROLES
1 A C 0,8882 0,9462
2 G C 0,0496 0,0239
3 A T 0,0417 0,0038
4 G T 0,0206 0,0261

Alelos silvestres: A'y C; Alelos mutados: Gy T.

Killip-Kimball, tipo de SCA (CEST, SEST) y severidad de enfermedad
arterial (nimero de arterias coronarias involucradas) se hallaron
correlaciones positivas (Cuadro 18) y negativas (Cuadro 19) entre
los distintos parametros evaluados. Sin embargo, no se observaron

Cuadro 18. Correlaciones positivas entre los distintos parametros en los
pacientes con sindrome coronario agudo

Parametros de la correlacién r Valor de p Correlacion
Tipo de SCA y clasificacion 0,9204 < 0,0001 Muy alta
Killip-Kimball

Tipo de SCA y localizacién 0,8269 < 0,0001 Alta
del infarto (cara)

Tipo de SCA y troponina 0,5449 < 0,0001 Moderada
Tipo de SCA y severidad de 0,3143 0,003 Baja
enfermedad arterial

Severidad de enfermedad arterial 0,3194 0,0026 Baja

y troponina

Severidad de enfermedad arterial 0,3352 0,0016 Baja

y clasificacion Killip-Kimball
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Cuadro 19. Correlaciones negativas entre los distintos pardmetros en los
pacientes con sindrome coronario agudo

Parametros de la correlacion r Valor  Correlacion
de p

HTA y tipo de SCA -0,2534 0,0141 Baja

HTA y localizacion del infarto (cara) -0,3506 0,001 Baja

correlaciones entre los polimorfismos rs5743708 (Arg753Gln) y
1s5743704 (Pro631His) del gen TLR2 y el polimorfismo rs4986791
(Thr2991le) del gen TLR4 con los factores de riesgos asociados a
cardiopatia isquémica y severidad de enfermedad arterial coronaria.

DISCUSION

La enfermedad vascular aterosclerética es un proceso crénico,
con un curso progresivo durante muchos afos, pero que puede causar
eventos clinicos agudos, incluidos los sindromes coronarios agudos
(SCA),infarto de miocardio (IM) y accidente cerebrovascular. Ademas,
de una serie de factores de riesgo tipicos de la aterosclerosis, como la
hiperlipidemia,la hipertensién, el tabaquismoy laobesidad, laevidencia
emergente sugiere que la infeccion crénica juega un papel importante
en la misma (77).

Los mecanismos inmunitarios innatos son fundamentales para la
aterogénesis e implican la activacion de receptores de reconocimiento
de patrones (PRR) e induccién de procesos inflamatorios. En un
tejido complejo, como la lesidén aterosclerdtica, las senales innatas
pueden originarse a partir de varias fuentes y promover aterogénesis
a través de la interaccién de los PRR con sus ligandos (Revisado en
78). Los TLR son los miembros mas caracteristicos de los receptores
de reconocimiento de patrones (PRR) y juegan un papel vital en los

112 Urbina-Medina H, Soyano A.



Cardiopatia isquémica y su asociacion con los genes
de susceptibilidad, en pacientes con sindrome coronario agudo menores de 55 afios

mecanismos de inmunidad innata (79). Los TLR reconocen diversas
estructuras moleculares llamadas patrones moleculares asociados
a patégenos (PAMP), que van desde lipidos y proteinas a acidos
nucleicos,que son comunes entre muchos microorganismos. Aparte de
los patégenos, los TLR también reconocen ligandos endégenos que se
pueden encontrar en los sitios de inflamacion. Estos son principalmente
productos del estrés tisular que son liberados durante la muerte celular
necrética o derivan de la degradacion de la matriz extracelular. Los
ligandos endégenos de TLR se han denominado patrones moleculares
asociados al dafno (DAMP) y sirven como sefales de peligro para
alertar al sistema inmunitario innato de lesiones tisulares en ausencia
de infecciones (Revisado en 78).

En las lesiones aterosclerdticas se incrementa la expresion de
varios TLR, principalmente en los macréfagos, células endoteliales y
células musculares lisas. Asimismo,los TLR2 y TLR4 poseen la mayor
expresion, tanto en condiciones sanas y en lesiones, lo que sugiere
que pueden jugar un papel clave en el control de la inflamacién de los
vasos (80,81). Por otra parte, los TLR4 se encuentran incrementados
en monocitos circulantes de pacientes con enfermedad arterial coronaria
con respecto a controles sanos, posiblemente como consecuencia
de una inflamacién en curso o como un signo de un estado de alerta
incrementado (82-84).

Laexpresion de los TLR también se ha estudiado en dos modelos
de ratones aterosclerdticos: 1. ratones que carecen de apolipoproteina
E (apoe)-/-, que desarrollan espontdneamente hipercolesterolemia, y
2. ratones deficientes en receptores LDL (1dlr)-/-, que solo desarrollan
lesiones cuando se alimentan con una dieta alta en colesterol. En
ratones apoe-/- se ha evidenciado la expresion incrementada de TLR4
en las lesiones y en ratones ldIr-/- los TLR2 se detectan principalmente
en los sitios de flujo sanguineo alterado (85,86), incrementando su
expresion con la progresion de la enfermedad, contribuyendo asi con
los procesos ateroscleréticos tempranos (86). La presencia de TLR en
vasos sanos y lesiones aterosclerdticos sugiere que pueden modular
procesos claves antes y durante la progresion de laenfermedad, pudiendo

Blanco Sobrino S. 113



Coleccion Razetti. Volumen XXXI.

ejercer un gran impacto en los eventos aterogénico (85,86). Como los
TLR juegan un papel clave en la recepcion de sefiales, se especula que
los polimorfismos en los TLR pueden alterar y modificar la respuesta
celular y la produccién de citoquinas, que pueden asociarse con la
susceptibilidad a un amplio espectro de enfermedades infecciosas y
no infecciosas (87). Basados en las evidencias expuestas planteamos
determinar la asociacién entre la cardiopatiaisquémicay la variabilidad
de los genes de receptores tipo Toll (TLR2 y TLR4) en pacientes con
sindrome coronario agudo.

Factores de riesgo, tipo de infarto, caracteristicas angiograficas
de las arterias epicardicas y disfunciéon (FEVI) cardiaca de los
pacientes con IAM

En el presente estudio, en congruencia con la mayor parte
de los datos notificados en la literatura, se observé en el grupo de
pacientes con IAM una frecuencia significativamente incrementada
de individuos masculinos, casos de hipertensién y sedentarismo.
El estudio INTERHEART, establecio un estudio estandarizado de
controles (14820) y casos de infarto agudo de miocardio (15152) en 52
paises, representando a todos los continentes habitados, para evaluar
la relacion entre los factores de riesgo y el infarto de miocardio agudo.
Este estudio mostré que la proporcion de casos masculinos, casos de
sedentarismo e hipertension fue mayor entre los adultos méas jovenes
(=55 afos) en comparacion con los adultos mayores (88). Asimismo,el
Registro Global de Eventos Coronarios Agudos (GRACE) evalué a 24
165 personas de 14 paises que presentaban sindrome coronario agudo
(incluyendo infarto de miocardio y angina inestable) y establecieron
la prevalencia de factores de riesgo en diferentes grupos etarios. El
andlisis mostré que en los grupos de edad més jévenes habia una mayor
proporcién de hombres, mayor prevalencia de tabaquismo, pero menor
prevalencia de hipertension (89).

Como es bien sabido, los hallazgos angiograficos coronarios
ayudan a diseflar estrategias terapéuticas para mejorar los resultados
clinicos enlos pacientes con infarto miocardico. La Electrocardiografia
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(ECGQG) sigue siendo la herramienta principal paraidentificarel infartode
miocardio agudo,y el inicio de una estrategia de reperfusion emergente
va depender de la presencia de la elevacion del segmento ST en un
ECG de superficie de 12 derivaciones. Sin embargo, la sensibilidad del
ECG enladeteccion de obstruccion total de la arteria relacionada con el
infarto es subdptima, particularmente parala circulacion posterolateral.
Por lo tanto, la incidencia y el resultado clinico de la obstruccion total
van a diferir dependiendo de la arteria coronaria involucrada. Por el
contrario, los hallazgos electrocardiograficos o la presentacion clinica
al ingreso pueden ser mds predictivo del resultado que la presencia
o ausencia de la obstruccion total, demostrandose que la cuantia y
severidad del area infartada se correlacionan en forma mas directa con
los hallazgos Electrocardiograficos y con la cuantia de la elevacion
de los marcadadores de necrosis miocardica como la troponina I
cuantitativa. De igual manera cabe destacar que una elevacion de la
troponina cuantitativa en plasma, en ausencia de correlacion clinica y
electrocardiografica de infarto, nos impulsa a investigar otrasiologia
que expliquen el incremento de la misma, como Diseccién adrtica,
embolismo pulmonar, insuficiencia cardiaca o renal crénica. En el
presente estudio, el analisis electrocardiografico mostré que el 54,7 %
de los pacientes sufrieron SCA con elevacion del segmento ST. Estos
pacientes, independientemente del estado de obstruccién, muestran
un mayor tamaifio del infarto, que es evaluado por las concentraciones
séricas de la isoenzima MB de la creatina quinasa, con respecto a los
pacientes que sufrieron SCA sin elevacion del segmento ST. Basados
enlaangiografia coronariael 96 % de los pacientes poseian enfermedad
arterial coronaria obstructiva significativa de arterias epicardicas
(EACOS) y se observé una prevalencia de SCA sin lesiones coronarias
significativas (EACONS) del 4 %, en concordancia con la descrita en
estudios previos (90-94).

El analisis de severidad de la EAC, definida de acuerdo al
nimero de arterias coronarias involucradas, mostré que el 66,7 % de
los pacientes tenian un vaso coronario principal afectado. Resultados
similares se han sido descrito en pacientes con infarto agudo de
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miocardio de Colombia (95), Argentina (96) y Cuba (97). El definir
la arteria responsable o culpable, asi como el tamafio del infarto,
para lo cual resulta de extrema sensibilidad de acuerdo a los tultimos
consensos emitidos en los 5 afios precedentes, la determinacion de los
trastornos de la motricidad miocardica mediante las diferentes técnicas
de ecocardiografia bi y tridimensional, Resulta de gran importancia
para determinar el prondstico del paciente que ha sufrido este episodio
cardiaco. Cuando se obstruye el segmento proximal de la arteria
descendente anterior, arteria con un gran lecho vascular que irriga
la mayor parte de la pared anterior y lateral del ventriculo izquierdo,
se desarrollard un infarto anterolateral extenso con mayor riesgo
de complicaciones y peor prondstico; y si se obstruye un segmento
distal de la arteria coronaria derecha, con poco lecho vascular y del
que depende una pequefia porcidén de la cara inferior del ventriculo
izquierdo, se desarrollard un pequefio infarto inferior con escaso riesgo
de complicaciones y buen prondstico (98). Enel presente estudio el vaso
que mds se encontré afectado fue la arteria descendente anterior, seguido
porlaarteriacoronariaderecha,sin diferencias entre pacientes femeninos
y masculinos, en concordancia con lo descrito en la literatura (95-97).
Asimismo,laenfermedad de tronco de lacoronariaizquierda se observo
predominantemente en pacientes masculinos en concordancia con lo
descrito en la literatura (97,99). Finalmente, la arteria circunfleja (Cx),
como arteria culpable, se observé significativamente mas prevalente
en pacientes masculinos (97). Cabe destacar, que el 97,6 % de los
pacientes con infarto agudo incluidos en la presente investigacion,
tenfan un leve compromiso clinico, es decir, no presentaban cambios
de repercusion hemodindmica (Killip I) al momento del ingreso. Los
pacientes que presentaban insuficiencia ventricularizquierda entre leve
y moderada (Killip IT) correspondian al 2,4 %. EIl infarto de la cara
anterior del ventriculo izquierdo fue el mas frecuente (52 %), seguido
por el infarto de la cara inferior (48 %) (95).

Otro de los parametros analizados en los pacientes IAM fue la
fraccidon de eyeccidn del ventriculo izquierdo (FEVI), que es la medida
central de la funcién sistélica del ventriculo izquierdo. La clasificacion
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mas simple, segin el Colegio Americano de Cardiologia (ACC), es
usada clinicamente de la siguiente manera: Hiperdindmica (FEVI
superior al 70 %); Normal (FEVI 50 % a 70 %; punto medio 60 %);
Disfuncioén leve (FEVI 40 % a 49 %; punto medio 45 %); Disfuncién
moderada (FEVI 30 % a 39 %; punto medio 35 %); Disfuncién grave
(FEVI inferior al 30 %). La FEVI juega un papel importante en la
evaluacion de la gravedad de una disminucion en la funcién sistélica
del corazén y, por lo tanto, es ttil para dirigir el tratamiento de diversas
enfermedades cardiovasculares. Ademas, la medicién precisa del
porcentaje de fraccion de eyeccidn, tiene un valor prondstico al predecir
resultados adversos en pacientes con insuficiencia cardiaca congestiva,
después de un infarto de miocardio y después de una revascularizacion
(100). Al evaluar el compromiso de la funcién sistélica del ventriculo
izquierdo de los pacientes incluidos en el presente trabajo, el porcentaje
promedio de fraccién de eyeccion del ventriculo izquierdo (VI) para
los pacientes con infarto fue de 40,7 + 9,08, correspondiente a una
disfuncién ventricular izquierda leve. Las FEVI mads altas se han
asociado con una disminucion lineal de la mortalidad hasta una FEVI
del 45 % entre los pacientes con insuficiencia cardiaca. Sin embargo,
los aumentos por encima del 45 % no se han asociado con mayores
reducciones en la mortalidad. Aunque la FEVI es un fuerte predictor
independiente de mortalidad en pacientes con insuficiencia cardiaca,
el valor pronéstico de la FEVI debe interpretarse en el contexto de
otros factores de riesgo establecidos. Las pautas actuales del American
College of Cardiology/American Heart Association recomiendan la
evaluacion de rutina de la FEVI en pacientes con insuficiencia cardiaca
para guiar el tratamiento, pero no llegan a definir una relacién entre la
FEVIy el pronéstico (Revisado en 100).

Asociacion de los polimorfismos del gen TLR2 y del gen TLR4 con
cardiopatia isquémica.

La aterosclerosis es una enfermedad inflamatoria crénica, en la
que la infeccidn créonica juega un papel importante en el desarrollo de
la misma (77). En la inmunidad innata frente a agentes infecciosos
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los receptores Toll juegan un papel clave, debido a su versatilidad para
reconocer diferentes patrones moleculares (PAMP, DAMP). En el
presente estudio, al establecer lacomparacion de frecuencias genotipicas,
entre pacientes conIAM y controles, considerando el modelo de herencia
de cada variante y mediante el analisis de regresion logistica ajustado
por sexo, edad, hipertension arterial, hdbito tabdquico, obesidad,
dislipidemia, diabetes y sedentarismo, no se observaron diferencias
significativas para las variantes TLR2 rs5743708 (Arg753Gln) y
TLR2 rs5743704 (Pro631His). Estos resultados son similares a los
descritos en la literatura (54,56,57), sin embargo, contrasta con el
estudio realizado en una poblacién turca, en el cual se observé que el
genotipo TLR2-Arg753 Arg parecia tener un efecto protector contra el
desarrollo de enfermedad arterial coronaria (OR =0,17),sugiriendo que
el polimorfismo TLR2-Arg753GlIn estd asociado con la susceptibilidad
a la EAC en pacientes turcos (53).

Con respecto a los polimorfismos de TLR, especificamente la
variante TLR4 rs4986791 (Thr399lle), se observé una frecuencia
significativamente incrementada de los genotipos que poseen por los
menos un alelo mutado (C/T + T/T) en los pacientes con respecto
a los individuos aparentemente sanos, discrepando con algunos
estudios descritos en la literatura, en los cuales no se encontré ningin
tipo de asociacién (56,63,67). O como el realizado Martines Rios y
colaboradores en la poblacién mexicana (2013) cuyo objetivo fue fue
establecer el papel de los polimorfismos del gen TLR-4 en individuos en
riesgo de desarrollar sindrome coronario agudo (SCA). Los resultados
obtenidos mostraron que las frecuencias de los 2 polimorfismos (TLR4
Asp299Gly y TLR-4 Thr399Ile) estudiados fueron similares entre
pacientes con SCA e individuos control (56,63,67). No obstante, en un
metaandlisis reciente, en el que se incluyé datos de estudios de casos
y controles para evaluar la relacién entre las variantes rs4986790 y
rs4986791 en el gen TLR4 y riesgo de EAC, demostré que la variante
rs4986791 protege contra EAC en poblaciones asidticas, pero no en
caucdsicos. Endicho estudio, sugieren que el polimorfismo rs4986791,
en las 4reas cercanas al mismo, provoca cambios conformacionales,
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disminuye el nivel de expresion de TLR4, reduce la eficiencia de
unién de TLR4 con sus ligandos y afecta las interacciones de TLR4
con las proteinas de sefializacion aguas abajo, lo que conduce a una
disminucién del riesgo a desarrollar EAC (67). Sin embargo, en el
presente estudio, observamos todo lo contrario, encontramos que los
genotipos que poseen por los menos un alelo mutado (C/T +T/T) sonmés
frecuentes en los pacientes con respecto a los individuos aparentemente
sanos (OR=3; IC 95 %: 0,90-10,39, p=0,03), confiriendo la presencia
de los mismos un mayor riesgo de desarrollar cardiopatia isquémica.
Considerando, que Figueroa y colaboradores, plantearon que los
polimorfismos rs4986790 (Asp299Gly) y rs4986791 (Thr3991le) no
afectan la expresion del receptor, la unién de LPS al complejo TLR4/
MD2/CD14,nilasinteracciones TLR4-MD2,pero,que el polimorfismo
rs4986790 (Asp299Gly) conduce a un reclutamiento deficiente de
MyD88 y TRIF a TLR4, lo que sugiere que esto interfiere con la
dimerizacion de TLR4, el ensamblaje de plataformas de acoplamiento
intracelulares para el reclutamiento de adaptadores y la expresion de
genes de citoquinas dependientes de MyD88 y TRIF (101), se estimé la
frecuenciade los haplotipos formados porlos polimorfismos rs4986790
y 154986791 del gen TLR4, mediante el analisis de regresion logistica
ajustado por sexo, edad, hipertension arterial, hdbito tabdquico,
obesidad, dislipidemia, diabetes y sedentarismo, en individuos con
IAM y controles, observandose una frecuencia incrementada de los
haplotipos 2 (299/silvestre) y 3 (silvestre/399) en los pacientes con
respecto a controles, confiriendo susceptibilidad al desarrollo de IAM.
Sin embargo, aunque se observo esta diferencia entre casos y controles,
la misma es espuria porque la distribucién genotipica del polimorfismo
rs4986790 (Arg299Gly) del gen TLR4 no se ajust6 al equilibriode H-W.

Si bien se ha descrito que los polimorfismos TLR4 alteran la
funcionalidad del receptor o interfieren con las vias de sefializacion,
conduciendo auna posible disminucion de larespuesta proinflamatoria,
la cual seria insuficiente para eliminar el patégeno, también es posible
que puedaexacerbar las respuestas proinflamatorias con efectos nocivos
para el organismo.
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Los cambios estructurales producidos por los rs4986790 y
rs4986791 en el dominio extracelular de TLR4 podria variar la carga
total de la proteina,aumentando lalibertad de rotacion y el impedimento
estérico, complicando la interaccion o ensamblaje con otras proteinas,
que es vital para la via de sefializacion del complejo TLR4 (101). En
base a ello se han realizado ensayos de estimulaciéon con LPS para
determinar el efecto de los polimorfismos de TLR4 en el perfil de
citoquinas, con resultados controversiales. En el estudio realizado
por Huan Liu y colaboradores en ratones, se buscé aclarar el papel
fundamental de TLR4 en las lesiones cardiovasculares relacionadas con
el envejecimiento. Encontramos que la expresion de TLR4 aument6
de manera dependiente de la edad tanto en el corazén como en la aorta.
Ladeficiencia de TLR4 mejord la sensibilidad a la insulinay previno el
desarrollo de disfuncién cardiovascular y senescenciaen ratones de edad
avanzada. Ademas,encontramos que la eliminacion de TLR4 regulaba
negativamente la expresion de citocinas proinflamatorias séricas y
reducia el estrés oxidativo en el sistema cardiovascular en ratones de
edad avanzada. Hasta donde sabemos, este estudio es el primero en
informar el papel de TLR4 en la disfuncién cardiovascular inducida
por la edad. En resumen, estos hallazgos proporcionan evidencia
directa de que TLR4 desempefian un papel crucial en la patologia
del envejecimiento cardiovascular y que la inhibiciéon de TLR4 es un
objetivo terapéutico potencial para las enfermedades cardiovasculares
relacionadas con la edad (102-106,121).

Recientemente, Sdnchez y colaboradores, a través de los ensayos
de estimulacién de sangre completa ex vivo determinaron las posibles
diferencias en la produccién de citoquinas en individuos sanos
con diferentes haplotipos TLR4. En dicho estudio observaron una
disminucidnsignificativaen las concentraciones de TNF-o, IFN-yeIL-
10 en individuos con el haplotipo 4 (299/399), en comparacién con los
haplotipos 1 (silvestre/silvestre) y 2 (299/silvestre). Asimismo, en este
estudio observaron un aumento no significativo de las concentraciones
de TNFa e IL-12 en individuos con el haplotipo 299/silvestre con
respecto a los individuos con el haplotipo silvestre/silvestre (107).
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Estos resultados indican que la disminucién en la concentracién de
citoquinas evaluada entre los diferentes grupos de haplotipos podria
deberse a la interrupcién o disminucién de la respuesta mediada por las
dos vias independientes de sefializacién del TLR, como lo describen
Figueroa y colaboradores, quienes demostraron que la presencia de la
variante Asp299Gly compromete el reclutamiento, mediado por LPS,
de los adaptadores MyD88 y TRIF que siguen a la activacion de TLR4
y disminuyendo la sefializacién posterior de las vias que conducen a
la secrecién de citoquinas (101). Ademads, las diferencias entre los
haplotipos 299/silvestre y el 299/399 sugieren que el polimorfismo
rs4986791 ejerce un efecto con una consecuencia funcional, sugiriendo
que los efectos producidos por los dos polimorfismos pudiesen ser
aditivos (107).

Las células de inmunidad innata identifican sefiales de peligro
mediante la participacion de receptores tipo Toll (TLR), una familia
de receptores transmembrana que activa cascadas proinflamatorias
posteriores 208. Los TLR son una clase importante de moléculas
proteicas involucradas en la inmunidad no especifica que sirven como
puente entre la inmunidad especifica y la no especifica, ademas de
reconocer lainvasion y activar la respuesta inmune 209. Hasta la fecha
se han identificado més de 10 TLR. TLR4 hasidoel TLR mds estudiado
y estd ampliamente presente en la superficie de una variedad de células,
como macréfagos 210, células dendriticas 211, células endoteliales 212
y células epiteliales 213. Los anadlisis de enriquecimiento funcional
de 134 genes (6mnibus de expresion genética, base de datos GEO) de
pacientes condiferentes fases de IM identificaron varios genes centrales
(IL1R1,TLR2y TLR4) asociados con la progresion del IM, que pueden
usarse como nuevas moléculas de diagndstico para MI 214. . Estudios
cardfiacos anteriores han demostrado que laactivacion de TLR4 provoca
una mayor expresion de citocinas proinflamatorias, lo que provoca
respuestas inflamatorias y dafio adicional al miocardio ya lesionado.
En particular, las vias de sefalizacién de TLR4 se correlacionan con la
gravedad del infarto perono conel grado de inflamacién. Los receptores
TLR4 y los perfiles de expresion génica en la cadena de sefializacion
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estan regulados positivamente tanto en el miocardio infartado como en
el miocardio remoto después de IM. Ademas, los miocitos cardiacos
necréticos liberan una amplia gama de sefiales enddgenas debido al
IM (S100A1, S1I00A8/A9, HMGBI1, galectina-3, S100f3, IL-1a,, etc.),
asociadas conunainduccion significativade TLR. Enunestudio clinico
se descubrid que el receptor del factor activador de plaquetas (PTAFR),
TLR4, miR-149-5p, miR-6778-3p y miR-520a-3p estaban implicados
en la progresion de la enfermedad arterial coronaria estable hacia el
IM. Por el contrario, un estudio reciente demostré que los pacientes
con IM con elevacion del segmento ST tienen una mayor expresion
de una serie de genes que implican la actividad de NF-«B, incluidos
HIF-1o, NF-#Bla, IL 18R1/2, MMP9 e IL-8, pero expresion reducida
de TLR4-inducido.

La perspectiva clinica de la inhibicién de TLR4/MyD88/NF-Kb
alterando la activacién de TLR4 puede provocar dafios miocardicos
inflamacidn; por lo tanto, los estudios han explorado varios enfoque
con respecto a la regulacién negativa de TLR4. Muchos estudios
preclinicos centrados en lainhibicién de la sefializacion TLR4/MyD88/
NF-#B han demostrado efectos beneficiosos en la prevencién del
infarto y en el tamafio de la lesién después de un infarto de miocardio.
El antagonista de TLR4, ApTOLL238, puede ser eficaz en un modelo
porcino in vivo de IAM al disminuir la inflamacién. La produccién
de IL-18 e IL-6 y aumento de la produccién de IL-10. Ademas,
el radioprotector 105 (RP105), un homdlogo de TLR4 que inhibe
competitivamente la sefializacion de TLR4,confiere efectos protectores
sobre funcién cardiacadespués del IM. Ademas, la sefializacién mediada
por nanoparticulas mediante la administracion de TAK, un inhibidor
quimico de TLR4, atenua la lesiéon por IAM mediante la regulacién
de la inflamacién mediada por monocitos/macréfagos dependientes
de TLR4 en un modelo de ratén. Los farmacos clinicos metformina y
metotrexato actian como inhibidores de TLR4 y NF-Kb para reducir
el tamafio del IM y mejorar la funcién cardiaca en modelos animales
pos-IM. Ademas, las investigaciones centradas en La terapia génica
muestra que la inyeccién de shRNA de lentivirus contra TLR4 en el
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corazén infartado reduce significativamente el tamafo del infarto y
mejora la funcién cardiaca in vivo. Sin embargo, la prevencién o
tratamiento de enfermedades cardiacas utilizando inhibidores de TLR4
o los antagonistas no se han lanzado actualmente en la clinica humana.
ensayos. Aun se requieren mds estudios para disefiar métodos para
proteger el miocardio de dafios adicionales (108).

Se ha establecido un vinculo epidemiolégico emergente entre la
infeccién y la enfermedad vascular aterosclerética. Durante mucho
tiempo se ha implicado a las infecciones en el inicio, la progresién y la
ruptura (inestabilidad de laplacay trombosis) de la placa aterosclerdtica.
Lahipdtesis de la "respuesta a lalesion" conceptualiza la aterosclerosis
como una via de inflamacién crénica y acumulacién de lipidos en
respuesta a la lesién endotelial. Aunque los estudios epidemiolégicos
que demuestran una asociacion entre los agentes infecciosos y la
aterosclerosis clinica son conflictivos,uno de los argumentos mas fuertes
en apoyar la 'hipétesis de la infeccion' se basa en el sustrato comun de
la inflamacién crénica. Muchos estudios proponen los mecanismos
'directos' (invasion de células que provocan un crecimiento acelerado
delaplacaatravés de efectos locales) e 'indirectos' (expresion sistémica
de citoquinas inflamatorias que catalizan el desarrollo de placa), por la
cual los agentes infecciosos contribuyen a la aterogénesis (77).

Las infecciones crénicas y la aterosclerosis tienen una variedad
de mecanismos bioldgicos, y existe suficiente evidencia experimental
para respaldar las propiedades aterogénicas de varias infecciones
bacterianas y virales. La evidencia mds convincente es que los agentes
infecciosos se detectan en la placa aterosclerdtica. Estos patdgenos
incluyen Chlamydia pneumoniae ,patégenos periodontales que incluyen
P. gingivalis, Helicobacter pylori, citomegalovirus (CMV), virus
Epstein-Barr (EBV), virus de inmunodeficiencia humana (HIV), virus
del herpes simple-1 (HSV-), virus del herpes simple-2 (HSV-2) y virus
de hepatitis C (HCV). Estos patégenos pueden albergarse en estado
latente o replicarse en células como los macréfagos creando un ambiente
inflamatorio crénico. La mayoria de los organismos implicados son
microbios intracelulares que ejercen sus efectos desde el interior de la
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célula,evadiendo los mecanismos inmunitarios del cuerpo. Los efectos
patogénicos locales de distintos microorganismos pueden participar en
distintas fases de la aterogénesis (formacién de la lesién, progresion
de la lesion e inestabilidad de la lesion) (77).

Independientemente de los patdgenos que se encuentren in situ
en la placa, las infecciones inducen inflamacion sistémica a través de la
liberacién de citoquinas y activan el sistema inmunitario, tanto innato
(TLR,HSPy sefalizacion del inflamasoma) como adaptativo (activacion
Thl, Th17). Cada vez hay mas pruebas del papel del mimetismo
molecular en la modulacién de las respuestas inmunitarias a los agentes
infecciosos en la aterosclerosis. Los componentes proteicos de los
agentes microbianos “imitan” las proteinas del hospedador y generan
una respuesta inmunitaria dirigida contra las proteinas del hospedador
que son homologas a los antigenos de los patégenos. Las proteinas de
choque térmico (HSP) también se han implicado en este proceso. Las
proteinas de choque térmico son proteinas altamente conservadas en
especies de mamiferos y bacterias,y lahomologia compartidaconduce a
unareactividad cruzadainmunolégicaextensa. Laexpresion aumentada
de las HSP se produce en la superficie celular en momentos de estrés,
incluidas infecciones e inflamaciones. Las placas aterosclerdticas
humanas expresan una variedad de citoquinas inflamatorias,la mayoria
de las cuales pueden aumentar la expresion de HSP. Por lo tanto, los
anticuerpos contra la HSP bacteriana pueden inducir y exacerbar el
medio inflamatorio establecido, promoviendo asi la progresion y la
inestabilidad de laplaca. Las concentraciones plasmaticas de anticuerpos
anti-HSP60 se han correlacionado con la carga de aterosclerosis y la
aparicion de sindromes coronarios agudos. Asi, diversas infecciones
cronicas han sido implicadas en la aterosclerosis, tanto por asociacion
epidemioldgica como fisiopatolégica. Por lo tanto, los efectos locales
y sistémicos de las infecciones imitan y contribuyen en varios pasos
del proceso aterosclerético. Sin embargo, a pesar de la correlacion
fisiopatolégicay el vinculo potencial entre la infeccién y laenfermedad
aterosclerética, se necesita mds investigacion para determinar el papel
exacto de las infecciones microbianas en la aterosclerosis (77).
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Por otra parte, se ha descrito el posible papel de los TLR en
el desarrollo de la aterosclerosis. Las células vasculares residentes
expresan multiples TLR en el inicio y la progresion del aterosclerosis,
lo que sugiere que estos receptores y sus ligandos son actores clave en
la aterosclerosis. Muchos experimentos han demostrado que los TLR
estan involucrados en vias de sefales que afectan la progresion de la
aterosclerosis después de una infeccién microbiana, sugiriendo que la
activacion de TLR2 y TLR4 puede proporcionar un nuevo mecanismo
para la aterosclerosis relacionada con infecciones.

El papel de los TLR en la aterosclerosis ha llevado a los
investigadores a explorar el potencial terapéutico de los TLR en la
aterosclerosis y enfermedades relacionadas. Durante las ultimas
décadas, se han realizado nuevos intentos para identificar agonistas
y antagonistas especificos de los TLR. Los modelos animales de
aterosclerosis sugieren que la inhibicién de las sefiales dependientes
de TLR o la limitacién de la exposicion arterial a PAMPS pueden
proporcionar una terapia para el tratamiento o la prevencién de la
aterosclerosis (Revisado en 77). Las estatinas, como los farmacos
mas recetados para la hipercolesterolemia, al parecer tiene efectos
pleiotrépicos, incluida la atenuacién de la inflamacién crénica de
bajo grado y la modulacién de la actividad de TLR. Las estatinas al
inhibir la expresion de TLR4 y regular la via de sefializacion de TLR4/
Myd88/NF-uB pueden retrasar la progresion de la aterosclerosis y otras
enfermedades inflamatorias (109). Se hadescrito que los fairmacos que
inhiben de formacompetitivalaunién del LPS bacteriano intestinal alos
complejos TLR4/MD?2,como el lipido IVa (compuesto 406) y Eritoran,
inhiben eficazmente la sefializacién de TLR4 in vitro e in vivo. Dado
que los PAMPde la flora intestinal contribuyen a la tensidén inflamatoria
sistémica, también se estd intentando un tratamiento para modificar la
flora intestinal. Se ha demostrado que la inulina prebidtica reduce la
concentracion de LPS en el lumen y reduce la aterosclerosis en ratones
ApoE-/-en aproximadamente un 35 % (110). Portanto,no debe excluirse
la posibilidad de regular la aterosclerosis mediante la regulacion de
la flora intestinal. En un estudio reciente, el antagonista de TLR4, el
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lipopolisacarido Rhodobacter globosa (RS-LPS),redujo laformaciénde
lesiones en ratones diabéticos ApoE-/-. Un nuevo inhibidor peptidico,
Viper,inhibe la transduccion de sefiales dependiente de TLR4 al bloquear
las interacciones de los dominios TIR-TIR. Ademads, el bloqueo de
la via de sefalizacién de TLR2 puede reducir la via que promueve la
inflamacidn en la aterosclerosis humana. Opn301,un anticuerpo contra
TLR2, puede bloquear la sefializacion de citoquinas proinflamatorias
inducida por TLR2, mejora la funcion cardiaca y reduce el tamaiio del
infarto en ratones con lesion por isquemia/reperfusién (I/R) (Revisado
en 77). Dado que los TLR juegan un papel esencial en la defensa del
hospedero contra los patégenos, y el bloqueo de las sefiales de TLR
puede aumentar el riesgo de infeccién en los pacientes, es necesario
evaluar una relacién riesgo/beneficio adecuado. Otra forma de evitar
los TLR y sus mediadores de sefiales es dirigirse selectivamente a los
patrones moleculares relacionados con la aterosclerosis identificados
por los TLR, eliminando el riesgo de defensa del hospedero (77).

Correlacion de los polimorfismos de los genes TLLR2 y TLLR4 con la
presencia de factores de riesgos asociados a cardiopatia isquémica
y severidad de enfermedad arterial coronaria

Al establecer las correlaciones no se observaron correlaciones
entre los polimorfismos rs5743708 (Arg753Gln) y rs5743704
(Pro631His) del gen TLR2 y el polimorfismo rs4986791 (Thr2991le)
del gen TLR4 con los factores de riesgos asociados a cardiopatia
isquémica y severidad de enfermedad arterial coronaria. Esto sugiere
que posiblemente la asociacion del polimorfismors4986791 (Thr2991le)
del gen TLR4 es independiente de factores de riesgo cardiovascular
"cldsicos",comodislipidemia, hipertensiéon,diabetes u obesidad,lo que
pudiese explicar el desarrollo de infarto agudo de miocardio temprana
(= 55 anos).

Sin embargo, se confirmaron correlaciones positivas ya descritas
en la literatura, que se describen a continuacion:
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La clasificacion Killip-Kimball con el tipo de SCA y severidad de
la enfermedad arterial

La clasificacion o indice de gravedad de la insuficiencia cardiaca
en pacientes con infarto agudo de miocardio (IAM) fue propuesta
por Killip y Kimball con el objetivo de evaluar el riesgo de muerte
intrahospitalaria y el beneficio potencial del manejo especifico de
la atencion brindada en Unidades de Cuidados Coronarios (UCC)
durante la década del 60. Aunque se describi6 originalmente en la era
anterior a la reperfusion, el uso de esta clasificacion en el infarto de
miocardio con elevacion del segmento ST se siguié estudiando en la
era posterior a la reperfusion. Por el contrario, el valor prondstico de
esta clasificacion en el infarto de miocardio sin elevacion del segmento
ST (NSTEMI) no esté bien establecido, principalmente porque atin no
ha sido validado en pacientes que no fueron seleccionados de bases de
datos de ensayos clinicos aleatorizados y considerando la escasez de
datos de seguimiento tardio tras IAM (Revisadoen 111). Sin embargo,
en una cohorte brasilefia de pacientes hospitalizados con IAM y con
seguimiento clinico a largo plazo pos-IAM, mostré que la presencia
y gravedad de la falla cardiaca al ingreso mediante la clasificacion de
Killip-Kimball es un factor prondstico independiente de mortalidad,
con un impacto similar y significativo en pacientes con SCASEST y
SCACEST. Los pacientes Killip clase I poseen un excelente prondstico,
tanto a corto como a largo plazo, mientras que aquellos en la clase IIT o
IV tienen mayores dreas de necrosis, remodelacion ventricular izquierda
y disfuncién sistélica, y probablemente una mayor medida de EAC.
Por lo tanto, pacientes con SCACEST con severidad cardiaca severa
sobreviven a la etapa inicial, posiblemente por la reperfusién de la
arteria relacionada con IAM, ademas, pueden haber tenido un menor
riesgo de nuevos eventos debido a EAC, en su mayoria unilateral, o
edades mas jovenes. Por otro lado, los pacientes con SCASEST con
EAC mais extensa, probablemente no tan jévenes y que sobreviven a la
etapainicial pueden ser més susceptibles a nuevos eventos trombdticos
recurrentes, incluidos IAM y miocardiopatia isquémica, explicando el
mayor riesgo de muerte en este grupo (111).
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Tipo de SCA y localizacion del infarto (cara)

La principal alteracién del electrocardiograma durante una
oclusién coronaria es la elevacion del segmento ST en mas de dos
derivaciones contiguas. Esta elevacion del ST se observard en las
derivaciones mads cercanas a la regién del miocardio afectado, lo que
permite clasificar el SCACEST segtn su localizacion.

La elevacion del segmento ST se observa:

e Siel infarto es del tabique interventricular (infarto septal).

e Sielinfartoes de la caraanterior del ventriculo izquierdo (infarto
anterior).

e Sielinfarto es de la cara lateral del ventriculo izquierdo (infarto
lateral).

e Sielinfarto es de la cara inferior del ventriculo izquierdo (infarto
inferior).

Por otra parte,dependiendo de cual derivacion presente elevacion
del ST se puede determinar la arteria coronaria que estd ocluida.
Generalmente, la correlacion entre las paredes del corazon y las arterias
coronarias es la siguiente:

e Cara anterior: irrigada por la descendente anterior (DA) en toda
su extension.

e Caraseptal: irrigadaporlasramas septales delaarteriadescendente
anterior.

e Cara lateral: estd irrigada por dos grupos de arterias, las arterias
diagonales provenientes de la DA y las obtusas marginales
provenientes de la arteria circunfleja.

e Cara inferior: irrigada por la descendente posterior, rama de la
coronaria derecha en el 80 % de las personas o de la circunfleja
enel 20 % (114).

Con respecto a las correlaciones negativas, se observaron

correlaciones muy bajas,indicando unabajarelacién entre las variables.
Estas correlaciones son las siguientes:
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Hipertension arterial con el tipo de evento coronario y con la
localizacion del mismo.

Muiltiples estudios observacionales han demostrado unarelacién
continua y gradual entre la presion arterial y el riesgo de enfermedad
coronaria. En un metaandlisis de nueve estudios que incluia a mas
de 400 000 individuos describié una relacién lineal entre los valores
de presion arterial, tanto sist6lica como diastdlica y la incidencia de
cardiopatia isquémica. En efecto, el 60 % de los pacientes que padecen
infarto agudo de miocardio transmural son hipertensos. La incidencia
de infarto subclinico segtn el estudio de Framingham es del 35 % en la
poblacién hipertensa, mientras que en la normotensa es s6lo del 18 %.
Unavezestablecidalaenfermedad coronaria,la HTA tiene unainfluencia
adversaen el prondstico de aquélla, agrava las manifestaciones clinicas
del paciente anginoso y constituye un factor de mal prondstico en el
paciente con infarto agudo de miocardio. Si,ademas, existe hipertrofia
del ventriculo izquierdo (HVI), el prondstico es atin peor (115). En un
estudio reciente, se reviso los datos afio 2018 de un registro nacional
de SCA con elevacion del segmento ST, que incluyé 3 800 pacientes.
Entre esos 3 800 pacientes analizados,2 708 (70,9 %) tenian diagndstico
de hipertension antes de STEMI. Los pacientes hipertensos con
SCACEST tenian afectacién coronaria extensa (31,6 vs. 11,6 %, p <
0,005 enfermedad multivaso). Sinembargo, el cuadro clinico al ingreso
en la cohorte de hipertensos fue menos grave, con menor insuficiencia
cardiaca aguda y menor tasa de mortalidad, evolucionando mejor
probablemente debido al tratamiento antihipertensivo previo (116).

Los resultados obtenidos muestran que los factores de riesgo
cardiovascular, asi como la variabilidad genética juega un papel
importante en el desarrollo de la cardiopatia isquémica. En la tltima
década, los estudios de asociacién del genoma completo (GWAS, por
sus siglas en inglés) han identificado con éxito cientos de loci genéticos,
que estdn solidamente asociados con EAC o rasgos relacionados con
la misma, como concentraciones de lipidos en sangre, presion arterial,
diabetes tipo 2 e indice de masa corporal (117).
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Lanecesidad clave de la salud publica es identificar alas personas
conaltoriesgo de desarrollar una determinada enfermedad para permitir
una mejor deteccidn o aplicar terapias preventivas. Debido a que la
mayoriade las enfermedades comunes tienen un componente genético,
un enfoque importante es estratificar a los individuos segtin la variacion
del ADN heredado. Aunque la mayor parte del riesgo de desarrollar
una enfermedad es de naturaleza poligénica, ain no ha sido posible
utilizar predictores poligénicos paraidentificar individuos con unriesgo
comparable al de las mutaciones monogénicas (118). Sin embargo, se
han establecido puntajes de riesgo poligénico (PRP), que representan
un método para agregar la informacion genética de un individuo,
ponderada por asociaciones entre variantes genéticas y enfermedades,
a partir de estudios de asociaciéon de genoma completo (GWAS), en
puntajes simplificados que pueden usarse para la prediccion de riesgos
relativos de unaenfermedad (119). Los pesos de cada variante genética,
generalmente, se asignan de acuerdo con la fuerza de su asociacion
con el riesgo de enfermedad (estimacion del efecto).

Recientemente, se han desarrollado y validado puntajes
poligénicos de todo el genoma para cinco enfermedades comunes. Este
enfoque identific6é al 8,0 %,6,1 %,3.,5 %,3.2 % y 1,5 % de lapoblacién
con un riesgo tres veces mayor de desarrollar enfermedad arterial
coronaria (EAC), fibrilacién auricular, diabetes tipo 2, enfermedad
inflamatoria intestinal y cdncer de mama, respectivamente. Para EAC,
esta prevalencia es 20 veces mayor que la frecuencia de portadores de
mutaciones monogénicas raras que confieren unriesgo comparable (118).

Por lo tanto, las puntuaciones poligénicas proporcionan una
métrica cuantitativa del riesgo heredado de un individuo en funcién
del impacto acumulativo de muchos polimorfismos comunes. Si bien
es cierto que la trayectoria de la enfermedad arterial coronaria esta
significativamente influenciada por factores de riesgo modificables,
como hipertensién arterial, hipercolesterolemia, tabaquismo,etc. Estos
puntajes de riesgo pudieran ser de valor en la evaluacion del riesgo
de enfermedad aterosclerdtica en los pacientes jovenes a objeto de
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ayudar a los clinicos a iniciar tratamientos e intervenciones tempranas
para reducir el riesgo de enfermedad coronaria, asi como motivar a los
pacientes a implementar cambios en el estilo de vida tempranamente.
Sin embargo, estos puntajes de riesgo poligénico hasta ahora no se
utilizan en forma rutinaria, pero sin lugar a dudas son el futuro de la
medicina de prevencion.

Basados en el PRP, aquellos individuos a los cuales se les informa
un puntaje de riesgo poligénico de alto riesgo relativo, obtienen tres
grandes beneficios:

1) La deteccidn del riesgo potencial de la enfermedad.
2) Intervencion terapéutica de la enfermedad.
3) Planificacién de los hédbitos para prevenir la enfermedad.

Por ejemplo, en el caso de la enfermedad de las arterias coro-
narias, las personas con un alto riesgo genético tienen la capacidad de
compensar gran parte de este riesgo manteniendo héabitos éptimos de
estilo de vida, lo que reduce su riesgo general de enfermedad a casi
la mitad.

Finalmente, la identificacién de loci involucrados en la
susceptibilidad, progresién como en la resolucién de la enfermedad
cardiovascular, sugiere una nueva linea de enfoques terapéuticos
potenciales basados en la manipulacién de las moléculas codificados
por los mismos. Las modernas plataformas in silico, como las
herramientas de prediccion de genes candidatos, permiten un analisis
sistematico de los datos de GWAS para identificar genes candidatos
para enfermedades complejas,como la EAC. Laintegracion posterior,
de los datos de dianas de farmacos con los genes candidatos predichos,
puede potencialmente identificar terapias novedosas adecuadas o que
los farmacos disponibles pueden potencialmente reposicionarse como
terapias novedosas parael tratamientode laEAC. Elreposicionamiento
de medicamentos puede ahorrar dinero y tiempo en estudios preclinicos
y estudios clinicos de fase I (120).
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CONCLUSIONES

o

En los individuos que sufrieron infarto agudo de miocardio
temprano, los principales factores de riesgo cardiovascular son: el
sexo (masculino),lahipertension,el sedentarismoy el tabaquismo.
Los pacientes con genotipos que poseen por los menos un
alelo mutado (C/T + T/T) del polimorfismo TLR4 rs4986791
(Thr3991le) son mas propensos a sufrir JAM.

Elanélisis de correlacion sugiere que laasociacién del polimorfismo
rs4986791 (Thr399Ile) del gen TLR4 es independiente de
factores de riesgo cardiovascular "cldsicos", como dislipidemia,
hipertension, diabetes u obesidad, explicando el desarrollo de
infarto agudo de miocardio temprano (< 55 afios).

Los factores de riesgo cardiovascular y la variabilidad genética
juegan un papel importante en el desarrollo de la cardiopatia
isquémica.

Fortalezas del estudio

o

Desde el punto de vista metodoldgico del estudio se pudieron
realizar todos los experimentos en genética molecular humana
pertinentes para llegar a los resultados descritos en el trabajo.
Si bien es cierto que la muestra se considera pequeia, esta es
sumamente valiosa ya que existen pocos trabajos en la literatura
que incluyan pacientes con infarto agudo de miocardio, menores
de 55 afios y con el estudio de coronariografia selectivarealizado,
esto no es comun verlo en la literatura.

Cabe destacar que este estudio sigue,como linea de investigacion
del autor y su Tutor la Dra. Mercedes Fernandez, en los centros y
unidades coronarias de nuestros hospitales (Miguel Pérez Carrefio
y proximamente Hospital Clinico Universitario de Caracas) a
objetode ampliarlacorte de pacientes y validar nuestros resultados.

Limitaciones del estudio

o

132

El presente estudio esta restringido debido a la investigacién de
dos SNPde cada gen estudiado. Un andlisis basado en haplotipos
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puede revelar mejor la base genética de la cardiopatia isquémica
en la poblaciéon de Venezuela. Por otro lado, es un estudio de
una poblacién local; sin embargo, la poblacién de Venezuela
se compone de varios grupos étnicos (europeos, africanos y
amerindios). Asi, los hallazgos del estudio podrian explicarse
por la mezcla étnica existente en la poblacién venezolana, la
cual es altamente mestiza debido a las continuas migraciones de
poblacién de otros continentes y dentro del continente.
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ANEXOS
CONSENTIMIENTO INFORMADO

CONSENTIMIENTO PREVIA INFORMACION
Titulo del Estudio: POLIMORFISMOS GENETICOS
ASOCIADOS A ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR

Objetivos de la investigacion:

Usted estd invitado a participar, donando una muestra de su
sangre, en un estudio donde mediante andlisis genéticos y bioquimicos
se detectara la presencia de alteraciones que pudieran estar afectando la
coagulacién de su sangre y en consecuencia promover la formacion de
coagulos o trombos en arterias y/o venas ocasionando las enfermedades
conocidas como trombosis arterial y venosa, respectivamente.

Procedimientos
El estudio tendrd una duracién de tres afios. Si usted acepta
participar necesitaremos:
1. De una muestra de sangre (5 mL).
2. Que le suministre al médico tratante la informacién requerida
para rellenar la historia médica.
3. Que podamos contactarlo en caso de requerir una segunda
muestra o datos adicionales que complementen dicho estudio.

Con su muestra de sangre se procedera unica y exclusivamente
al analisis genético y bioquimico que permitan determinar si usted
posee algunas de las alteraciones genéticas conocidas que causan
las enfermedades antes mencionadas. Los andlisis genéticos seran
realizados mediante técnicas de biologia molecular que permitan
identificar las alteraciones en aquellos genes relacionados con la
coagulacién y los bioquimicos mediante ensayos que permitan
determinar la funcionalidad y niveles de las diferentes proteinas
involucradas en dicho proceso.
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Las muestras seran almacenadas en Laboratorio de Fisiopatologia,
Centro de Medicina Experimental, IVIC, bajo la responsabilidad de la
Dra. Susana Blanco y Dra. Mercedes Fernandez Mestre.

Importancia y beneficios de su participacion

Mediante este estudio, que podra realizarse gracias a su valiosa
colaboracién con sélo proporcionar una muestra de su sangre, se podra
avanzar en el entendimiento de las causas de la trombosis arterial o
venosalo cual permitirdlaaplicacion, por parte del médico responsable,
de tratamientos mads efectivos para sumejoria. Ademas, permitird aplicar
los correctivos necesarios para evitar que sufra complicaciones en un
futuro. Conjuntamente con los beneficios mencionados anteriormente
que podra proporcionarle a corto plazo este estudio, los resultados
obtenidos con su muestra a su vez permitiran obtener datos que seran
utilizados paraestablecer una estadistica de las causas de laenfermedad
vascular en nuestro pais. Los resultados obtenidos una vez finalizado
este estudio serdn publicados en revistas cientificas especializadas.

Riesgos
Su participacion no implica riesgo ni inconveniente para su salud
ni la de sus familiares.

Confidencialidad

Todos los datos obtenidos de la investigacion serdn mantenidos
en absoluto secreto y toda la informacién sobre su persona sera solo
accesible a los investigadores y médicos involucrados en el estudio.
Su identidad no serd hecha publica en ninguno de los manuscritos
cientificos o en las presentaciones que se realicen en eventos cientificos.

Derecho a negarse a participar

Laparticipaciones este estudio es voluntaria. Usted puede negarse
a participar en el estudio o interrumpir su participacion en cualquier
momento. Si usted se niega a participar en el estudio, esto no afectara
el tipo de atencidn que recibird por parte de su médico.

Blanco Sobrino S. 147



Coleccion Razetti. Volumen XXXI.

Preguntas

Debido a que se utilizaron algunos términos técnicos en este
formulario de consentimiento, si existe algo que usted no entienda,
por favor pregunte sobre esto sin dudarlo.

Por favor tome su decisiéon de participar en este estudio sélo
después de haber examinado detenidamente el contenido de este
formulario.

En caso de emergencia o que tenga cualquier pregunta, en
cualquier momento sobre el estudio por favor contacte al investigador
principal:

Investigadores Principales: Centro de Investigacion:

Dra. Susana Blanco. Hospital Dr. Miguel Pérez Carrefio
0412-3331425 IVSS

Dra. Mercedes Fernandez Instituto de Investigaciones Cientificas
0212-5041909 IVIC

148 Urbina-Medina H, Soyano A.



