Rev Esp Cardiol. 2023;76(12):1013-1020

Articulo original

Marcadores genéticos y séricos relacionados con una rapida progresion n
clinica de la arteriosclerosis coronaria

Tamara Garcia-Camarero™*, Sara Remuzgo-Martinez”, Fernanda Genre®, Raquel Lopez-Mejias®,
Veroénica Pulito-Cueto®, Gabriela Veiga®, Dae-Hyun Lee Hwang?, Fermin Sainz Laso?,
Aritz Gil Ongay?, Miguel Angel Gonzalez-Gay““ y José M. de la Torre Herniandez?

2 Departamento de Cardiologia, Hospital Universitario Marqués de Valdecilla, Instituto de Investigacion Valdecilla, Santander, Cantabria, Esparia
b Instituto de Investigacion Valdecilla, Santander, Cantabria, Espaiia

€ Departamento de Medicina y Psiquiatria, Universidad de Cantabria, Santander, Cantabria, Esparia

94 Instituto de Investigacion Sanitaria-Fundacion Jiménez Diaz, Madrid, Esparia
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Aceptado el 24 de abril de 2023 Introduccion y objetivos: La progresion de la enfermedad coronaria una vez se hace evidente a la clinica

On-line el 6 de agosto de 2023 tiene una gran variabilidad interindividual. El objetivo es determinar marcadores séricos y genéticos en

pacientes con rapida progresion clinica (RPC) de la enfermedad coronaria frente a pacientes con
Palabras clave: ) estabilidad clinica mantenida (ECM).

f;‘ﬂfz;r;?;g coronaria Métodos: Estudio retrospectivo de casos (RPC) y controles (ECM) (1:2). Se consideré RPC a los pacientes
Lipidos que precisaron al menos 2 revascularizaciones por progresion de la ateroesclerosis en los 10 afios
Prevencién secundaria posteriores a una primera angioplastia y ECM a aquellos sin eventos durante el mismo periodo tras la
Genética primera angioplastia. Una vez seleccionados, se determinaron los valores séricos, la expresion de acido
ribonucleico mensajero (ARNm) y polimorfismos genéticos de interleucina 6, proteina C reactiva y factor
de necrosis tumoral alfa (TNFa) como marcadores de inflamacion y proproteina convertasa subtilisina/
kexina tipo 9 (PCSK9), receptor de lipoproteinas de baja densidad, proteina 2 de unioén a elementos
reguladores de esteroles y apolipoproteina B como marcadores aterogénicos.

Resultados: Se incluyd a 180 pacientes (58 en RPC y 122 en ECM). Las caracteristicas basales
demograficas, del perfil de riesgo clasico y de la extension de la enfermedad coronaria fueron
comparables. El grupo de RPC presentd valores séricos mas altos de interleucina 6 y PCSK9 y mayor
expresion de ARNm de TNF. Los alelos de Interleucina-6 rs180075 C, de TNF rs3093664 non-G y de PCSK9
rs2483205 T confieren riesgo de RPC (p < 0,05 en todos los casos). Un 51,7% de los pacientes del grupo
RPC presentaron los tres alelos de riesgo frente al 18% de los pacientes del grupo en ECM (p < 0,001).
Conclusiones: Se propone la existencia de marcadores genotipicos y fenotipicos asociados con la RPC de
enfermedad coronaria y que podrian servir para individualizar la intensidad y el tipo de tratamiento.
© 2023 Sociedad Esparfiola de Cardiologia. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L.U. Todos los derechos reservados.

Serum and genetic markers related to rapid clinical progression of coronary
artery disease

ABSTRACT
Keywords: Introduction and objectives: Patients with clinically evident coronary artery disease differ in their rate of
Coronary artery disease progression, which impacts prognosis. We aimed to characterize serum and genetic markers in patients
f‘ﬂ%mmano" with rapid clinical progression (RCP) of coronary artery disease vs those with long standing stable (LSS)
S:apclorfdary prevention disease.
Genetics Methods: Retrospective study of cases (RCP) and controls (LSS) (1:2). Patients requiring > 2 revascu-

larizations due to atherosclerotic progression in the 10 years after a first angioplasty were considered to be
RCP and those without events during the same period after the first angioplasty were considered to have
LSS disease. After patient selection, we analyzed serum values, mRNA expression and genetic
polymorphisms of inflammatory markers, including interleukin-6, C-reactive protein, and tumor necrosis
factor (TNF)-a, and atherogenic markers consisted of proprotein convertase subtilisin/kexin type 9
(PCSK9), low-density lipoprotein receptor, sterol regulatory element binding transcription factor 2, and
apolipoprotein-B.
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Results: The study included 180 patients (58 RCP and 122 LSS). Demographic characteristics, classic risk
factors and the extent of coronary disease were similar in the 2 groups. Patients with RCP showed higher
serum levels of interleukin-6 and PCSK9 and higher TNF mRNA expression. Interleukin-6 rs180075 C, TNF
rs3093664 non-G and PCSK9 rs2483205 T alleles conferred a risk of RCP (P < .05 in all cases). Among
patients with RCP, 51.7% had all 3 risk alleles vs 18% of those with LSS (P <.001).
Conclusions: We suggest the existence of specific phenotypic and genotypic markers associated with
RCP of coronary artery disease that could help to individualize the type and intensity of treatment.
© 2023 Sociedad Espafiola de Cardiologia. Published by Elsevier Espaiia, S.L.U. All rights reserved.

Abreviaturas

ECM: estabilidad clinica mantenida

ICP: intervencion coronaria percutanea

PCSK9: proproteina convertasa subtilisina/kexina tipo 9
RPC: rapida progresion clinica

SNP: polimorfismos de un solo nucleétido

TNF: factor de necrosis tumoral

INTRODUCCION

La ateroesclerosis coronaria es una enfermedad crénica cuya
presentacion clinica, la cardiopatia isquémica, es una de las
principales causas de muerte en todo el mundo.

La evolucién clinica de los pacientes con cardiopatia isquémica
es muy variable, pero debe tenerse en cuenta que la progresion es
uno de los factores mas importantes que influyen en el
prondstico'. Sin embargo, la capacidad de predecir el riesgo de
progresion en un paciente determinado es muy limitada. Seria
de gran valor poder estimar este riesgo de progresion para
caracterizar e individualizar el tipo y la intensidad de las
intervenciones de tratamiento y prevencién secundaria.

Aunque no existe ninguna definicion universal sobre la
progresion de la ateroesclerosis, la mayoria de los estudios que
describen este fendomeno utilizan un criterio angiografico: al
menos el 10% de reduccion del didmetro en al menos 1 lesion
preexistente > 50%, o > 30% de reduccion del diametro de una
lesion preexistente < 50%, o la progresion de una lesién a oclusion
total en un corto periodo®®. Con todo, esta es una definicién
«anatémica», no necesariamente relacionada con eventos clinicos.

El contexto de progresion rapida implica tanto fendomenos
anatomico-fisiologicos (papel de las lesiones complejas) como
marcadores inflamatorios?~®°-12, Numerosos estudios han demos-
trado que la inflamacion estd involucrada en la génesis, la
progresion y la inestabilidad de la placa ateroesclerdtica y marca
el camino hacia los sindromes clinicos'®> ', También se ha
observado una progresion acelerada de la ateroesclerosis en
pacientes con enfermedades inflamatorias sistémicas, como la
artritis reumatoide'®. El papel de las moléculas lipidicas también se
ha estudiado en profundidad!”-2°,

Hasta donde sabemos, el concepto de progresion rapida de la
ateroesclerosis coronaria siempre se ha basado en los criterios
angiograficos ya mencionados, pero no se ha encontrado ninguna
referencia en la bibliografia de la rapida progresion clinica (RPC).

Creemos que esto es una limitacion, ya que la progresion en
términos anatomicos (en angiografia o imagen intravascular) es
mucho mas sensible; sin embargo, es un marcador indirecto de lo
que es realmente importante: el riesgo de recidiva clinica. Por
tanto, una definicion basada en la recidiva de eventos clinicos
podria ser mucho mas valida.

Por ello, este estudio tuvo como objetivo definir a «los pacientes
con una rapida progresion clinica» y analizar el fenomeno desde
una perspectiva global centrada en sustratos moleculares,

principalmente marcadores inflamatorios y moléculas lipidicas.
Decidimos no analizar las moléculas tromboéticas, ya que nuestro
objetivo era centrar nuestro estudio en una fase estable de la
enfermedad y hallar los factores fundamentales que estan
presentes en su transcurso.

METODOS

El RAPROMS (Rapid clinical progressor patient as an
emerging clinical entity in patients with coronary atherosclero-
sis. Exploratory study on possible molecular substrates) es un
estudio hospitalario retrospectivo de casos y controles de un
solo centro, diseflado para evaluar y comparar el patrén
molecular de varios agentes involucrados en la via de la
inflamacién o en el metabolismo de las lipoproteinas en 2 grupos
de pacientes: aquellos con RPC de ateroesclerosis coronaria
(grupo de casos) y aquellos con enfermedad con estabilidad
clinica mantenida (ECM) (grupo de controles).

Definiciones de poblacion y subgrupos

Se consider6 que los pacientes con RPC cumplian los siguientes
criterios: pacientes vivos con: a) al menos 1 lesidon coronaria
tratada con una intervencion coronaria percutanea (ICP), y b) al
menos 2 ICP durante los 10 afios siguientes a la primera ICP debido
a progresion de la enfermedad (reestenosis excluida) confirmada
por arteriografia.

En el grupo de controles, los participantes con ECM debian
cumplir todos los siguientes criterios: pacientes vivos a) con al
menos 1 lesion coronaria tratados con ICP, y b) sin eventos
cardiacos en los 10 afios siguientes a la primera ICP, clinicamente
asintomaticos de angina a lo largo de ese periodo y con resultados
negativos en pruebas no invasivas para detectar isquemia.

Seleccion de pacientes

Para la seleccion de pacientes, se realizd una buasqueda
retrospectiva de toda la base de datos de coronariografias de
nuestro centro. A partir de 2007, revisamos tanto de forma
consecutiva como retrospectiva las historias de todos los pacientes
sometidos a ICP para recopilar informacién sobre nuevas
intervenciones de revascularizaciéon o eventos clinicos relevantes
en esos pacientes durante los 10 afios siguientes. Nuestro hospital
es el Gnico especializado de referencia de ICP en la regi6n. Para
aumentar la potencia del estudio, y teniendo en cuenta que el
grupo de RPC seria menor, se opt6 por un disefio 1:2 (caso:con-
troles). Los participantes del grupo de controles de ECM fueron
emparejados con los casos de RPC por edad y sexo.

Una vez identificados los 2 grupos de pacientes, se contact6 con
ellos, se les invitd a participar y los que consintieron firmaron el
formulario de consentimiento y fueron inscritos en el estudio.

Este estudio fue diseflado, implementado y notificado de
acuerdo con los principios éticos establecidos en la Declaracion
de Helsinki. El protocolo fue aprobado por nuestro Comité de Etica
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de la Investigacion con Medicamentos de Cantabria y una copia de
todos los formularios de consentimiento permanece debidamente
archivada.

Intervenciones del estudio
Datos clinicos

Se disefé un formulario electrénico para recopilar datos sobre
el estado clinico de cada paciente en el primer evento de
revascularizacion (evento inicial) y durante los siguientes 10 afios,
en el cual se recogieron todos los eventos cardiovasculares
ocurridos durante ese periodo, independientemente de la nece-
sidad de una nueva revascularizacion. La informacién sobre los
factores de riesgo cardiovascular tradicionales se recopild en el
momento del evento inicial, asi como la aparicion de nuevos
factores de riesgo durante los siguientes afios y su control
adecuado o inadecuado a partir de entonces.

Toda la informacion disponible sobre el tratamiento prescrito a
cada participante durante el periodo de estudio se recopil6 de la
manera mas completa posible, haciendo hincapié en el tratamiento
relacionado con la cardiopatia isquémica para detectar a poten-
ciales pacientes sin un tratamiento estandar 6ptimo (debido a la
falta de prescripcion médica o al escaso cumplimiento terapéutico
del paciente). Se anotaron todos los cambios de tratamiento
realizados durante el periodo de 10 afios.

Se recopil6 informacion sobre la presentacion clinica de cada
evento que motivd una nueva revascularizacién, la anatomia
coronaria de cada intervencion (puntuacion SYNTAX y morfologia
de la lesion) y el tratamiento intervencionista realizado.

Después de firmar el formulario de consentimiento informado,
los participantes completaron un cuestionario sociodemografico y
se les extrajo una muestra de sangre. No se les requirié ninguna
otra accién.

Se aplico el cuestionario a los participantes con el objetivo de
analizar los aspectos demograficos, socioculturales y sanitarios que
podrian afectar a la evolucién de la enfermedad.

Andlisis de laboratorio

Se obtuvieron muestras de sangre de los participantes en una
etapa estable (pacientes del grupo de RPC al menos 6 meses
después del altimo evento). Después de una profunda revision de la
bibliografia, se decidi6 analizar diferentes marcadores de infla-
macion/ateroesclerosis en 3 ambitos diferentes (concentracion de
proteinas, expresion de acido ribonucleico mensajero [ARNm] y
polimorfismos genéticos) para lograr un enfoque mas completo de
la enfermedad. Se seleccionaron la interleucina 6, la proteina C
reactiva (PCR) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) como
marcadores inflamatorios y la proproteina convertasa subtilisina/
kexina tipo 9 (PCSK9), el receptor de lipoproteinas de baja densidad
(LDL-R), el factor de transcripcion de unidon a elementos
reguladores de esteroles 2 (SREBP2) y la apolipoproteina (Apo) B
desde la perspectiva aterogénica. También se obtuvo un perfil
lipidico completo. Una explicacion mas detallada de las técnicas
utilizadas para el analisis se puede encontrar en la seccion
«Métodos» del material adicional. En la tabla 1 del material
adicional se presenta una lista de los polimorfismos de un solo
nucleétido (SNP) seleccionados en este estudio.

Andlisis estadisticos

Estudios previos que evaluaron la rapida progresion de la
ateroesclerosis coronaria definida por técnica de imagen con el

objetivo de identificar su asociaciéon con diversos marcadores
inflamatorios o de otro tipo incluyeron a entre 77 y 153 pacientes>~
830 por ese motivo en nuestro estudio, que evalué los marcadores
inflamatorios y del metabolismo lipidico en diversas -6micas, se
estimd una muestra de al menos 160 pacientes, con una relacion
1:2 entre los grupos de RPC y de ECM.

Las variables continuas se expresan como media + desviacion
estandar. Se obtuvo la mediana [intervalo intercuartilico] de todas las
variables con distribucién no normal. La distribucién paramétrica o
no parameétrica de las variables probadas se analizé con la prueba de
Kolmogorov-Smirnov. Las variables cualitativas se expresan como
porcentajes. Los andlisis estadisticos especificos utilizados en los
resultados de los andlisis de laboratorio se pueden encontrar en la
seccion «<Métodos» del material adicional. La fuerza de las asociacio-
nes se estim6 mediante odds ratio (OR) e intervalos de confianza del
95% (1C95%), y los resultados se ajustaron por edad, sexo, diabetes
mellitus, tabaquismo e hipertension mediante regresion lineal.

La significacion estadistica se estableci6 en p < 0,05. Los analisis
estadisticos se realizaron con el software SPSS 24.0 (Statistical
Package for Social Sciences, Estados Unidos) y el software
estadistico STATA 12/SE (Stata Corp., Estados Unidos).

RESULTADOS

De toda la base de datos de coronariografias en nuestro centro,
se identifico a los primeros 70 pacientes que cumplian los criterios
de RPC; 61 de ellos aceptaron participary firmaron el formulario de
consentimiento informado. Se emparejé a estos pacientes con
122 participantes con ECM. Al final se pudo procesar 58 muestras

Tabla 1
Caracteristicas demograficas, perfil de factores de riesgo, presentacion clinica y
grado de la enfermedad coronaria en el primer evento en todos los pacientes

RPC ECM p
(n=58) (n=122)

Varones 53 (82,8) 101 (91,4) 0,125
Edad (arios) 53,46 +10,33 54,59 +9,29 0,462
Edad en el estudio (arios) 65,58 +£10,56 66,92 49,49 0,397
Hipertension 32 (55,2) 55 (45,5) 0,223
Diabetes mellitus 10(17,2) 15 (12,4) 0,382
Dislipemia 34 (58,6) 56 (45,9) 0,111
Tabaquismo 29 (50) 68 (56,2) 0,436
Antecedentes familiares de EC 13 (22,8) 18 (15) 0,202
Existencia de enfermedad 7(12,1) 10(8,2) 0,406
autoinmunitaria
Peso (kg) 83,96 + 12,68 83,09+ 13 0,670
Estatura (cm) 170,3+7,32 169,98 +7,66 0,790
Indice de masa corporal 28,97 £3,82 28,7+3,96 0,661
Presentacion clinica 0,060

Estable 22 (37,9) 28 (23)

IAMSEST 15 (25,9) 30 (24,6)

IAMCEST 21 (36,2) 64 (52,5)
FEVI (%) 53,7493 53,32+9,19 0,802
Puntuacion SYNTAX 10,11+7,03 11,234+6,61 0,300
N.° de vasos enfermos 1,714+0,79 1,614+0,71 0,430
N.° de lesiones 2,4+1,68 23+15 0,699
N.° de stents 1,78+1,22 2,02+1,12 0,195

EC: enfermedad coronaria; ECM: estabilidad clinica mantenida; FEVI: fraccion de
eyeccion del ventriculo izquierdo; IAMCEST: infarto agudo de miocardio con
elevacion del segmento ST; IAMSEST: infarto agudo de miocardio sin elevacion del
segmento ST; RPC: rapida progresion clinica.

Los valores expresan n (%) o media + desviacion estandar.
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Tabla 2

Concentraciones séricas de marcadores de inflamacion/ateroesclerosis y analitos de laboratorio durante una fase estable de la enfermedad

RPC EMC p
(n=58) (n=122)

Glucosa (mg/dl) 115,94+ 36,45 112,69 +27,79 0,515
Creatinina (mg/dl) 1,06 +0,35 0,92 +04 0,030
Triglicéridos (mg/dl) 127,5 [77,25-192] 115 [86-165,25] 0,876
Colesterol total (mg/dl) 139,5 [118,25-160] 150 [133,75-171,25] 0,069
cLDL (mg/dl) 76 [54,5-93,5] 81,5 [68-97] 0,094
cHDL (mg/dl) 39 [36-43,75] 42,5 [38-52,25] 0,026
Triglicéridos/cHDL 3,34 [1,80-4,90] 2,82 [1,76-4,71] 0,418
ApoA1 (mg/dl) 130 [118-143,75] 144,5 [129-161,25] 0,001
ApoB100 (mg/dl) 68,5 [59,5-86] 74,5 [65-87] 0,060
Fosfolipidos (mg/dl) 168,04 + 36,46 178,42 +30,86 0,060
Homocisteina (umol/I) 14,5 [11,92-20,77] 14,7 [11,67-18,52] 0,959
LPa (mg/dl) 26 [11,8-85,27] 26 [9,4-63] 0,453
PCSK9 (ng/ml) 475,4 [409,3-606,8] 459,3 [395,3-545] 0,010
LDL-R (pg/ml) 40.640 [28.585-49.480] 41.130 [27.515-55.620] 0,600
SREBP2 (ng/1) 155,5 [135,8-181,3] 154,4 [128-182,7] 0,580
PCR (mg/dI) 0,27 [0,09-0,8] 0,59 [0,1-1,82] 0,078
IL-6 (pg/ml) 3,94 [2,45-7,22] 3,08 [2,09-5,11] 0,047
TNF ND ND

Apo: apolipoproteina; cHDL: colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad; cLDL: colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad; ECM: estabilidad clinica mantenida;
IL-6: interleucina 6; LDL-R: receptor de lipoproteinas de baja densidad; LPa: lipoproteina a; ND: no disponible; PCR: proteina C reactiva; PCSK9: proproteina convertasa
subtilisina/kexina tipo 9; RPC: rapida progresion clinica; SREBP2: factor de transcripcion de unién a elementos reguladores de esteroles 2; TNF: factor de necrosis tumoral. Los

valores expresan media + desviacién estandar o mediana [intervalo intercuartilico].
Los valores de p < 0,05 estan resaltados en negrita.

Tabla 3

Resultados de las moléculas analizadas a 3 niveles moleculares cuando se compara a los pacientes con RPC frente a pacientes con ECM

Concentraci6n sérica

Expresion de ARNm

Polimorfismos genéticos

IL-6 RPC > ECM (p <0,05) No hay diferencias Alelo rs1800795 C RPC > ECM (p < 0,05)
PCR No hay diferencias ND No hay diferencias

TNF ND RPC >ECM (p < 0,05) Alelo rs3093664 no G

RPC > ECM (p < 0,05)

LDL-R No hay diferencias No hay diferencias No hay diferencias

ApoB100 No hay diferencias ND No hay diferencias

SREBP2 No hay diferencias No hay diferencias No hay diferencias

PCSK9 RPC > ECM (p < 0,05) ND Alelo rs2483205 T

RPC > ECM (p < 0,05)

Apo: apolipoproteina; ECM: estabilidad clinica mantenida; LDL-R: receptor de lipoproteinas de baja densidad; ND: no disponible; PCR: proteina C reactiva;
PCSK9: proproteina convertasa subtilisina/kexina tipo 9; RPC: rapida progresion clinica; SREBP2: factor de transcripcién de union a elementos reguladores de esteroles 2;

TNF: factor de necrosis tumoral.
Los valores de p < 0,05 estan resaltados en negrita.

del grupo RPC y todas las muestras del grupo de ECM (figura 1 del
material adicional).

Debido a la ubicacion del hospital donde se llevd a cabo el
estudio, todos los pacientes pertenecian al mismo grupo étnico
(raza blanca).

Las caracteristicas demograficas, el perfil de factores de riesgo y
el alcance de la arteriopatia coronaria fueron similares en los
2 grupos. El infarto de miocardio con elevacion del segmento ST
como presentacion clinica fue menos frecuente (tendencia no
significativa) en el grupo de RPC (el 36,2 frente al 52,5%; p = 0,06)
(tabla 1). En la tabla 2 se presentan las concentraciones séricas de
marcadores de inflamacion/ateroesclerosis y analitos de labora-
torio durante una fase estable de la enfermedad de los pacientes. La
creatinina estuvo considerablemente mas elevada en el grupo de
RPC. En cambio, los valores de lipoproteinas de alta densidad y
apoAT1 fueron significativamente mas bajos en el grupo de RPC; en

el caso del colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad, las
cifras fueron igualmente mas bajas en este grupo, pero sin alcanzar
la significacion estadistica.

Como ya se ha comentado, se analizaron 7 moléculas a 3 niveles
diferentes (concentraciéon de proteinas, expresion de ARNm y
polimorfismos genéticos) para obtener un enfoque mas completo
de la enfermedad. En la tabla 3 se muestra de un vistazo el
rendimiento de cada marcador. Algunos no mostraron diferencias
importantes en ningdn aspecto (LDL-R, ApoB, SREBP2 y PCR). Sin
embargo, la interleucina 6 y el TNF en el lado de inflamacion y la
PCSK9 en el lado de los lipidos mostraron hallazgos coherentes e
importantes en mas de un nivel. La concentracion de TNF en suero
fue muy bajo y no se detecté adecuadamente. Las de interleucina 6
y PCSK9 fueron significativamente mas altas en el grupo de RPC
(figuras 1Ay C), mientras que las de apoB100 y PCR tendieron a ser
mas bajas en este grupo.
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Figura 1. Resultados de la interleucina 6 (IL-6), el factor de necrosis tumoral (TNF) y la proproteina convertasa subtilisina/kexina tipo 9 (PCSK9) a diferentes niveles
moleculares. La figura muestra una comparacion entre el grupo de rapida progresion clinica y el grupo de estabilidad clinica mantenida a diferentes niveles moleculares. La
concentracion sérica de IL-6 (A), la expresion del ARNm de TNF (B) y la concentracion sérica de PCSK9 (C) son considerablemente mayores en el grupo de rapida progresion
clinica. La linea horizontal en las graficas representa la media. Los valores de p se ajustaron por edad, sexo, diabetes mellitus, tabaquismo e hipertension. ARNm: acido

ribonucleico mensajero.

RAPIDA PROGRESION CLINICA

Alelo rs1800795 C de IL-6 Alelo rs2483205 T de PCSK9

Alelo rs1800795 C de IL-6 Alelo rs2483205 T de PCSK9

3,3% 6,6% 4,1%

p < 0,001

8,6%

6,9%

Alelo rs3093664 no G de TNF

19,8% 29,7%

12,4%

Alelo rs3093664 no G de TNF

Figura 2. Distribuci6n de los alelos rs180075 C de IL-6, rs3093664 no G de TNFy rs2483205 T de PCSK9 en pacientes con RPC y ECM. Los pacientes con los 3 alelos de
riesgo fueron mas frecuentes en el grupo de RPC (p < 0,001). ECM: estabilidad clinica mantenida; IL-6: interleucina 6; PCSK9: proproteina convertasa subtilisina/

kexina tipo 9; RPC: rapida progresion clinica; TNF: factor de necrosis tumoral.

Aparte de las concentraciones séricas de interleucina 6 mas
altas en el grupo de RPC (p =0,002) (figura 1A), se encontraron
diferencias en las frecuencias genotipicas y alélicas de la
interleucina 6 rs1800795. En concreto, los pacientes con el genotipo
CC y el alelo C tenian mayor riesgo de RPC (respectivamente,
OR=2,70;1C95%,1,02-7,18; p = 0,046; OR = 1,71; 1C95%, 1,06-2,75;
p =0,028). Curiosamente, se observo lo mismo en pacientes con el
haplotipo GCG (OR = 2,75; 1C95%, 1,19-6,37; p = 0,02) (tabla 2 del
material adicional).

La expresion del ARNm del TNF estaba aumentada en el grupo
de RPC en comparacién con el de ECM (p = 0,003) (figura 1B). En
cuanto a los polimorfismos del TNF analizados, rs3093664 mostrd
diferencias en las frecuencias alélica y de portadores. En ambos
casos, la presencia del alelo G se relacioné con menos riesgo de RPC
(OR=0,27;1C95%, 0,08-0,92; p = 0,04; OR = 0,27; I1C95%, 0,07-0,95;
p =0,04) (tabla 3 del material adicional).

Entre los 6 SNP de la PCSK9 estudiados, rs2483205 mostro
diferencias significativas en las frecuencias genotipica y alélica
(genotipo CT, OR = 3,39; 1C95%, 1,50-7,65; p = 0,003; genotipo TT,
OR = 3,12; 1C95%, 1,12-8,64; p=0,03; alelo T, OR = 1,83; IC95%,
1,15-2,93; p=0,01), lo que demuestra que la presencia del alelo T
se asoci6 con mayor riesgo de RPC (tabla 4 del material adicional).

La figura 2 muestra la prevalencia de alelos T de interleucina 6
rs180075 C, TNF rs3093664 no G y PCSK9 rs2483205 (aislados o
combinados) en los 2 grupos. El 51,7% de los pacientes con RPC

tenian los 3 alelos de riesgo, en comparacion con el 18,0% de los
pacientes con ECM (p < 0,001).

En resumen, como se refleja en la figura 3, en una fase
clinicamente estable de la enfermedad, los pacientes con RPC
tenian un nivel subyacente de inflamacion (tanto en moléculas de
interleucina 6 como de TNF) superior y mayores concentraciones
séricas de PCSK9, mientras que los pacientes con ECM tenian un
perfil lipidico mas protector (cifras de lipoproteinas de alta
densidad y apoAl mas altas). La combinacion de los 3 alelos de
riesgo fue mas frecuente en el grupo de RPC.

DISCUSION

Nuestro estudio muestra varios hallazgos interesantes: a) los
perfiles de los 2 grupos de pacientes en el primer evento
cardiovascular son muy similares, salvo la presentacion clinica,
ya que los pacientes con RPC presentaron angina estable con mayor
frecuencia que los pacientes con ECM, cuyo primer evento clinico
fue mas a menudo infarto de miocardio con elevacion del segmento
ST; esta diferencia no fue estadisticamente significativa, pero
podria ser el resultado de un error de tipo II; las restantes variables
analizadas fueron notablemente similares entre los grupos; b) el
perfil lipidico también mostré resultados interesantes: las cifras de
ApoB100 y colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad casi
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Figura 3. Ilustracién central. Vision general de los grupos de casos y controles
que muestra las principales diferencias. En una fase estable de la enfermedad,
los pacientes con rapida progresion clinica presentan un nivel subyacente de
inflamacion mas alto (tanto en moléculas de interleucina 6 como en moléculas
del factor de necrosis tumoral) y mayores concentraciones séricas de
proproteina convertasa subtilisina/kexina tipo 9, mientras que los pacientes
con estabilidad clinica mantenida tienen un perfil lipidico mas protector
(concentraciones de lipoproteinas de alta densidad y apolipoproteina A1 mas
altas). También se identificaron varios polimorfismos como marcadores de
mayor o menor riesgo de progresion clinica.

siempre fueron mas bajas en el grupo de RPC, muy probablemente
en relacion con un tratamiento mejorado con estatinas en este
grupo; en cambio, las de lipoproteinas de alta densidad y ApoA1l
fueron claramente mas bajas en el grupo de RPC, lo que podria
explicarse por un cuadro clinico subyacente de mayor riesgo en la
poblacién de RPC; c) las concentraciones séricas de PCSK9 fueron
considerablemente mayores en el grupo de RPC; esto, junto con los
datos genéticos (mayor presencia del alelo T del polimorfismo
rs2483205 en este grupo), coincide con la idea de una situacion
subyacente de mayor riesgo en estos pacientes; d) nuestros
resultados, en cuanto al papel clave que desempeiia la inflamacion
en la ateroesclerosis coronaria, fueron coherentes incluso en una
fase estable de la enfermedad; tanto los valores de interleucina 6
como los de TNF se encontraron aumentados considerablemente
en los pacientes con RPC, hallazgo que se reflejo en el aspecto
genético, pues se detectaron diferencias importantes en las
frecuencias de los alelos del polimorfismo rs3093664 del TNF y
el polimorfismo rs1800795 de la interleucina 6, y e) hay una
probable sinergia entre diferentes vias, ya que la combinacion de
los 3 alelos de riesgo es la via relacionada especificamente con la
RPC.

Los pacientes con ateroesclerosis coronaria clinicamente
evidente tienen un grado de progresion muy variable, y esta
progresion es uno de los mas importantes factores que influyen en
el pronostico. Esta variabilidad depende en parte de los factores de
riesgo tradicionales, pero para mejorar la comprension es
necesario investigar la -6mica, el fenotipo molecular y el genotipo.
Esto coincide con el enfoque reciente sobre el tratamiento de
enfermedades y la prevencion de la medicina de precision, que
tiene en cuenta la variabilidad interindividual en los genes, el
medio ambiente y el estilo de vida. En este estudio, se pretendia
seguir esta via, yendo mas alld de los factores de riesgo

tradicionales para centrarse en la -6mica con el fin de identificar
las diferencias en el sustrato de los pacientes y dirigirse a la
«prevencion de precision», donde la intensidad y el tipo de
intervenciones se pueden adaptar a personas concretas.

Las células inflamatorias y las lipoproteinas interactian con
productos bioquimicos en la pared vascular y ocasionan la
formacion de placa de ateroma. Los cambios posteriores en
la composicion de la placa ateroesclerética y en la inflamacion
definen la evolucion a eventos estables o inestables.

La interleucina 6 y la PCR son 2 de las moléculas cuya
implicacion en el cuadro clinico inflamatorio estd mas amplia-
mente probada. Varios estudios indican que estas 2 moléculas
estan asociadas con el riesgo a largo plazo de eventos cardio-
vasculares en pacientes con enfermedad coronaria establecida o en
pacientes con riesgo de ateroesclerosis®>'-36,

Los datos de ensayos clinicos y metanalisis indican que existe
una relacion légica entre bajas concentraciones de colesterol unido
a lipoproteinas de baja densidad y una menor tasa de eventos
cardiovasculares importantes®*2°. El reciclaje de los LDL-R en la
superficie de los hepatocitos desempeifia un papel fundamental en
el mantenimiento del equilibrio del colesterol corporal y celular,
pues regula las concentraciones plasmaticas del colesterol unido a
lipoproteinas de baja densidad. Recientemente se ha demostrado
que la PCSK9 es esencial en la regulacion y el reciclaje del LDL-R.
Los anticuerpos monoclonales que inhiben la PCSK9 han surgido
como una nueva clase de medicamentos que reducen eficazmente
la concentraciéon de colesterol unido a lipoproteinas de baja
densidad'®, tienen un efecto favorable en la progresién de la
ateroesclerosis coronaria®® y repercuten favorablemente en la cifra
de eventos cardiovasculares®' =23, Cabe destacar que la expresién de
PCSK9 aumenta la produccién de mediadores inflamatorios, como
TNF, NF-kB e interleucina 1, entre otros>*. SREBP2 actfia en la
homeostasis del colesterol regulando tanto la expresion como
la sintesis de LDL-R y PCSK9?°~2°, y también esta implicado en el
proceso de aterogénesis.

Los estudios genéticos han identificado recientemente los SNP
como una forma natural de diversidad genética entre los seres
humanos y, con los avances en el genotipado, se han identificado
varios polimorfismos genéticos en relacion con un efecto
fenotipico. Muchos SNP que se localizan en regiones del promotor
tienen un impacto funcional a través de cambios importantes en
los niveles de expresion del producto génico. En consecuencia,
varios estudios han relacionado los SNP de los genes de la
interleucina 6 y la PCR con las caracteristicas clinicas de las
enfermedades cardiovasculares®’~*°. Los SNP en el gen PCSK9
también se han sometido a pruebas en varios estudios que
demuestran una clara relacion entre los trastornos en la secrecion o
funcidén de este gen con las cifras de lipoproteinas de baja densidad
en plasma y, por lo tanto, los eventos cardiovasculares***°. Sin
embargo, aunque se analizaron la PCR y la lipoproteina(a), no se
encontraron diferencias entre los grupos, al contrario que otros
autores®’. Konstantinos et al.>? centraron su estudio en el alelo C
del polimorfismo rs1800795 de interleucina 6 y encontraron una
asociacion con la progresion arteriografica de la arteriopatia
coronaria. Se detectd la misma asociacion en nuestro estudio, pero
con progresion clinica en nuestro caso.

Otros autores también buscan nuevas dianas en el campo de
los lipidos, mas alla de los factores de riesgo tradicionales, que
podrian afectar a la rapida progresion de la enfermedad
cardiovascular, siempre desde una perspectiva anatéomica.
Sekimoto et al.*® han publicado recientemente un articulo
muy interesante que analiza el papel de las lipoproteinas de
baja densidad pequefias y densas en el riesgo de rapida
progresion angiografica de lesiones coronarias no culpables
después de un sindrome coronario agudo. Al igual que nosotros,
no encontraron diferencias en las caracteristicas basales y los
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factores de riesgo tradicionales. Sin embargo, las cifras de
lipoproteinas de alta densidad, apoA1 y apoB100 fueron mayores
en su grupo de progresion rapida tanto justo después del
sindrome coronario agudo como durante la fase estable, a
diferencia de nuestros resultados. Estos autores concluyeron que
las concentraciones de LDL pequefias y densas estan asociadas
con una rapida progresion en el contexto estudiado. Won et al.!?
centraron su estudio en el papel del indice aterogénico del
plasma y concluyeron que se trata de un marcador independiente
de la rapida progresion de la placa.

Seria de gran interés continuar esta linea de investigacion con
una cohorte de validacion prospectiva en poblaciones mas amplias
para evaluar si este perfil de genotipo y fenotipo molecular podria
predecir presentaciones de enfermedad mas agresivas y poder
abordarlas con una estrategia de tratamiento mas precoz e intensa.
Esto, entre otras acciones, podria implicar alcanzar antes cifras
de lipoproteinas de baja densidad 6ptimas, aumentar el niimero de
visitas de seguimiento periddicas e incluso realizar un seguimiento
con técnicas de imagen, asi como fomentar la concienciacion del
paciente sobre la enfermedad.

Limitaciones

El tamafo muestral de este estudio no es grande, aunque es
bastante similar a los de otros estudios que abordan la rapida
progresiéon angiografica y su relacién con varios marcadores
biologicos. Se estudid a los pacientes en una etapa estable de la
enfermedad coronaria y no durante un evento agudo, en el cual
podrian haberse encontrado mas diferencias en los marcadores
de inflamacion. Sin embargo, la decision de estudiar a los
pacientes en una etapa estable fue intencional, ya que se trataba
de identificar algiin sustrato clinico basal subyacente que pudiera
definir a los pacientes a lo largo de la vida. Por lo tanto, se decidid
evitar la etapa aguda de la enfermedad coronaria. Puesto que este
estudio es retrospectivo, se perdio a todos los no supervivientes
que podrian haber sido incluidos en el grupo de RPC y haber
tenido una presentacion mas agresiva de la enfermedad.
Reconocemos que este estudio no recoge todos los casos
de RPC. En cambio, todos los pacientes del grupo eran realmente
RPC. Por altimo, se definié RPC para los fines de este estudio. No
encontramos una definicion adecuada de progresion rapida
desde una perspectiva clinica en la bibliografia, por lo que se
decidié elegir una en funcion de nuestra percepcién como
médicos. Sin embargo, esta definicion podria haber sido
diferente.

La prevalencia de los 3 alelos de riesgo identificados en el grupo
de RPC indica sinergia entre varias vias activadas. Con todo, aunque
parece que hay cierto grado de acondicionamiento genético, esta
misma prevalencia deja espacio para otros determinantes no
genéticos, algo propio de la ateroesclerosis per se.

Todos estos resultados requieren validacion en otros estudios
de cohortes prospectivos.

CONCLUSIONES

Hasta donde sabemos, nuestro estudio es el primero en abordar
la RPC de la ateroesclerosis coronaria. Los resultados de este
estudio indican la existencia de marcadores fenotipicos y
genotipicos especificos asociados con la rapida progresiéon de la
enfermedad coronaria. Estan justificados mas estudios de cohortes
prospectivos para determinar si estos perfiles podrian usarse para
implementar una estrategia de prevencion secundaria de precision
en pacientes con enfermedad coronaria.

(QUE SE SABE DEL TEMA?

- El ritmo de progresion de la ateroesclerosis coronaria
afecta al prondstico.

(QUE APORTA DE NUEVO?

- La ateroesclerosis coronaria acelerada podria definirse
mejor desde una perspectiva clinica.

- Los pacientes con estabilidad clinica comprobada
comparten caracteristicas clasicas con aquellos con
presentaciones agresivas.

- Los alelos rs180075 C de interleucina 6, rs3093664 no G
de TNFy rs2483205 T de PCSK9 estan asociados con una
rapida progresion clinica.
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