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ABREVIATURAS

Al: Angina inestable

AP: Angioplastia primaria

ARA-II: Antagonistas de los receptores de la angiotensina I

Cl: Cardiopatia isquémica

CK: Creatin-Kinasa

CK-MB: Creatin-Kinasa MB

DM: Diabetes Mellitus

ECG: Electrocardiograma

EAC: Enfermedad arterial coronaria

ECV: Enfermedad cardiovascular

FEVI: Fraccion de eyeccidn del ventriculo izquierdo

HTA: Hipertension arterial

IAM: Infarto agudo de miocardio

I[ECA: Inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina

IC: Insuficiencia cardiaca

ICP: Intervencionismo coronario percutaneo

IAMCEST: Infarto agudo de miocardio con elevacion del segmento ST
IAMSEST: Infarto agudo de miocardio sin elevacién del segmento ST
IM: Infarto de miocardio

SCA: Sindrome coronario agudo

SCACEST: Sindrome coronario agudo con elevacion del segmento ST
SCASEST: Sindrome coronario agudo sin elevacion del segmento ST
TIMI: Thrombolysis In Myocardial Infarction trial

Tnl: Troponina |
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Introduccion

1.1 LA ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR ATEROSCLEROTICA

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) arterioscleroticas son la principal causa de muerte y
discapacidad en todo el mundo ' (Figura 1). De entre las diferentes manifestaciones de la ECV, la
cardiopatia isquémica (Cl) destaca por su alta prevalencia y morbi-mortalidad asociada, y en concreto su
manifestacion fundamental, el infarto agudo de miocardio (IAM). Sélo la Cl produce mas de 7 millones de

muertes anuales (un 12,8 % de todas las muertes en el mundo) 2.

En Espafia, se producen cada afio mas de 140.000 muertes y mas de 5 millones de estancias
hospitalarias por Cl, con unos costes de asistencia sanitaria que suponen el 15 % de los gastos totales.

Todo ello ha convertido a esta enfermedad en una prioridad de politica sanitaria al mas alto nivel 3.

25%

m Enfermedades Cardiovasculares
31% Tumores
m Enfermedades Respiratorias
Enfermedades Neurologicas

5%

1%

28% Otras

Figura 1. Mortalidad proporcional en Espafia por todas las causas. Instituto Nacional de estadistica, 2011

La mayoria de las ECV pueden prevenirse actuando sobre factores de riesgo como el consumo

de tabaco, la hipertensién arterial, la diabetes, la hipercolesterolemia, la obesidad y la inactividad fisica.

La arteriosclerosis, es un concepto genérico que hace referencia al engrosamiento y

endurecimiento de las arterias independientemente de su tamafio. Cuando la arteriosclerosis afecta a

arterias de mediano y gran calibre, se denomina aterosclerosis 4.
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El término aterosclerosis, deriva de la union de dos términos: ateroma (depo6sito focal de material
graso) y esclerosis (depésito focal de material fibroso) 4. Se trata de un proceso inflamatorio crénico que
afecta a las arterias de diferentes lechos vasculares y que se caracteriza por el engrosamiento y pérdida
de la elasticidad de la capa intima y media. Su lesién basica es la placa de ateroma, que se compone

fundamentalmente de lipidos, tejido fibroso y células inflamatorias ® (Figura 2).

Figura 2. Histologia de una arteria coronaria. Se observa una placa de ateroma (P) excéntrica lipidica. El deposito
lipidico esta separado de la luz vascular (L) por el casquete de la placa formado por tejido conjuntivo y células musculares lisas

Aunque la aterosclerosis es un proceso que afecta simultaneamente a arterias de diferentes
regiones, tiende a localizarse mayoritariamente en las arterias que irrigan el corazén (coronarias), el
cerebro (carotidas, vertebrales y cerebrales) y las extremidades inferiores (iliacas y femorales). Es
conocido que la presencia de afectacion vascular en una localizacion concreta se asocia con mayor

riesgo de desarrollarla en otros lechos vasculares ©.

De esta forma, las manifestaciones clinicas debidas a la aterosclerosis van a estar en relacion
con el lecho vascular afectado. En las arterias coronarias se manifiesta por la aparicién de angina de
esfuerzo o sindrome coronario agudo (SCA); en el cerebro cursa clinicamente como accidente
cerebrovascular agudo (ACV), accidente isquémico transitorio (AIT) o incluso como demencia multiinfarto,
y en las arterias periféricas la expresion clinica es la claudicacién intermitente o la isquemia aguda de una

extremidad.
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Introduccion

Ademas, la forma de presentacion de la aterosclerosis puede ser cronica, por estenosis
progresiva de la luz arterial (como en la angina estable o la claudicacién intermitente), o aguda, por la
rotura subita de una placa y la formacion de un trombo oclusivo (como ocurre en los SCA o en los ictus

isquémicos) ’.

1.1.1 Aterosclerosis coronaria

La aterosclerosis coronaria es la forma mas comun de ECV. Sus manifestaciones clinicas (1AM,
angina de pecho y muerte subita) constituyen la primera causa de mortalidad en la poblacién adulta en
paises desarrollados 8. Como se ha descrito anteriormente, la aterosclerosis es una enfermedad sistémica
y progresiva que afecta especificamente a la capa mas interna de la pared de las arterias denominada

endotelio (Figura 3).

El endotelio ejerce un papel central como sensor y transmisor de sefiales, y modula el transito de
macromoléculas entre la sangre y la pared vascular. Dicho proceso se realiza mediante un complejo
sistema microvesicular compuesto por caveolas y un glucocélix (en su superficie apical) rico en

glucosaminoglicanos sulfatados, que permiten la absorcion selectiva de diversas macromoléculas °.

Ademas, las células endoteliales protegen la pared arterial frente al desarrollo de lesiones y
contribuyen a la homeostasis vascular mediante el control continuo de los estimulos que reciben y la
adaptacién de su estado funcional. Estas células son capaces de detectar los cambios tanto fisicos (estrés
mecanico) como quimicos (moléculas circulantes) y transformarlos en respuestas funcionales adaptativas.
También, el endotelio tiene funciones antitrombaticas y anticoagulantes, y controla la actividad de las

células musculares lisas de la capa media (tono vascular y proliferacion) *°.
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Desde un punto de vista conceptual, se acepta que el inicio de la aterosclerosis coronaria se
debe a un complejo mecanismo de respuesta a una agresion vascular y en su progresion estaria
involucrado un dafio endotelial crénico ' 12, Se ha propuesto que el dafio vascular podria tener diferentes
grados que englobarian desde la alteracion funcional de un endotelio morfolégicamente normal (tipo ),
hasta la “denudacion” endotelial con dafio intimal que favoreceria la adhesion plaquetaria, pero con una
lamina elastica interna preservada (tipo ) y, por ultimo, una “denudacién” endotelial con dafio vascular

mas profundo (tipo Ill) que terminaria por desencadenar las complicaciones trombéticas 2.

Lamina alAstica imMerna

L .Tunlca Intima

Tinica méda
Limina ¢ifislicn extema o
Tinica advarsizia

Figura 3. Arquitectura del endotelio vascular coronario

La pérdida progresiva de la capacidad del endotelio para controlar el trafico de macromoléculas
hacia el interior de la pared permite un mayor depdésito de moléculas circulantes (como las lipoproteinas de

baja densidad), iniciando el proceso de disfuncién endotelial *.

1.1.2 Disfuncion endotelial

La disfuncion endotelial se considera en la actualidad una de las primeras manifestaciones de la
enfermedad vascular y la arteriosclerosis. Dicho proceso conduce progresivamente a un desequilibrio en
la biodisponibilidad de sustancias activas de origen endotelial, lo que predispone a la inflamacion, la
vasoconstriccién y el incremento de la permeabilidad vascular. Todo ello puede facilitar el desarrollo de
arteriosclerosis, agregacion plaquetaria y trombosis 1 (Figura 4).
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Introduccion

Cuando las células endoteliales son dafiadas por diversos estimulos 0 mediadores inflamatorios,
muestran en su superficie moléculas de adhesién de la familia de las selectinas, como la E y la P, y
moléculas de adhesion vascular e intercelular, como las VCAM vy las ICAM, que son inmediatamente
reconocidas por sus respectivos ligandos en las células inflamatorias circulantes 6. Simultaneamente, las
células endoteliales alteradas sintetizan y secretan otras moléculas que atraen mas células inflamatorias
hacia el lugar de la lesion. Entre las principales moléculas secretadas se encuentran las citocinas, los
factores de crecimiento derivados de las plaquetas (PDGF), factores quimiotacticos, como la proteina 1
quimiotactica para monocitos (MCP-1) y el fibroblasto basico (bFGF) '6. Estos fenémenos son comunes en
el inicio de cualquier reaccion inflamatoria y explican, en el caso de la enfermedad aterosclerdtica, el
elevado reclutamiento de monocitos en la pared intima vascular que se observa en las fases iniciales de la

formacion de las placas ateroscleréticas ©.
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Figura 4. Formacién y evolucion de la placa de ateroma. El colesterol se deposita dentro de la placa de ateroma
desencadenando un proceso inflamatorio y la formacion de una cépsula de tejido fibroso entre la placa de ateroma y la arteria.
Conforme avanza la placa de ateroma, se va produciendo un estrechamiento progresivo de la luz de la arteria. Ademas, la placa
de ateroma puede romperse bruscamente, formandose un trombo que ocluye rapidamente la luz vascular 17

Es conocido que los factores de riesgo tradicionales, como la hipercolesterolemia, la hipertension
arterial, la diabetes y el tabaco, actian como verdaderos estimulos proinflamatorios capaces de alterar el

normal funcionamiento del endotelio, favoreciendo la aparicion de lesiones aterosclerdticas @.
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1.1.3 Lesion aterosclerotica vulnerable: “placa de alto riesgo o vulnerable”

Las placas de alto riesgo o vulnerables se caracterizan por tener un nucleo lipidico grande,
separado de la luz vascular por una delgada capsula fibrosa y con un importante componente inflamatorio
en su interior 19, También se conocen como placas de alto riesgo, aquellas que sin tener un componente
lipidico significativo, presentan una actividad inflamatoria relevante que las hace propensas a erosionarse

en su superficie y dar lugar a un evento coronario agudo *°.

Durante muchos afios se pensd que la lesidn responsable de los SCA era una placa coronaria
intensamente estendtica, sin embargo, distintos andlisis histopatolgicos han puesto de manifiesto que la
mayoria de los IAM tienen su origen en lesiones ateroscleroticas que antes de los episodios agudos sélo

causaban estenosis leves 0 moderadas 719 .

Aunque las placas de ateroma responsables de los eventos isquémicos agudos suelen tener una
arquitectura y una composicion celular heterogéneas, existen ciertas caracteristicas bien definidas que
diferencian estas lesiones de las que nos encontramos en los pacientes con enfermedad coronaria

estable '°: capa fibrosa fina, amplio ndcleo lipidico y gran contenido en células inflamatorias (Figura 5).

Es importante destacar que no es sélo la composicién de la placa de ateroma la que determina su
propension a la rotura; al incluir el concepto de “inflamacidon” como clave en el desarrollo de eventos
coronarios agudos, el papel de diversos tipos celulares en el desarrollo de la enfermedad aterosclerética
pasa a un primer escalon. Por ello, en la actualidad se prefiere utilizar el término de “placa de alto riesgo”

en lugar de “placa vulnerable” 20.
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Figura 5. OCT (Optical Coherente Tomography) a nivel de arteria descendente anterior media. Se observa una placa
de ateroma excéntrica, con gran contenido lipidico (estrella) y con una fina capa fibrosa (flechas blancas). Se trata de una placa
vulnerable o de alto riesgo

1.1.4 Factores de riesqo de aterosclerosis

La mayoria de la informacion que conocemos acerca de los factores de riesgo ateroscleréticos
procede de estudios epidemiologicos, liderados por el Framingham heart Study estadounidense 2!. Este
proyecto, que comenzo en el afio 1948, fue el primer estudio que identifico los “factores de riesgo” en el

desarrollo de la Cl.

En el momento actual, no sélo esta aumentando la prevalencia de factores de riesgo individuales,
sino también de aquellos que se presentan de forma simultdnea 2. La prevalencia del sindrome
metabdlico, un conjunto de factores de riesgo relacionados con la obesidad abdominal, HTA, dislipidemia y

resistencia a la insulina, ha aumentado en un 34 % en los Ultimos afos 22,

Podemos dividir a los factores de riesgo ateroscleréticos en 3 grupos: causales, condicionales y
predisponentes ' (Tabla 1). Los factores de riesgo causales, son los que promueven el desarrollo de la
arteriosclerosis y predisponen a la enfermedad coronaria. Estos factores actuan con independencia unos

de otros y sus efectos son sumatorios. Los factores de riesgo condicionales son los que se asocian con un
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aumento del riesgo de Cl, pero su relacion causal con ésta no esta totalmente aclarada, y por ultimo, los

factores de riesgo predisponentes son los que empeoran los factores de riesgo causales .

Parece claro que cuando los factores de riesgo se presentan juntos, aumentan la probabilidad de
sufrir un evento cardiovascular mucho mas que cuando actuan de manera aislada, ya que interactian
entre ellos. Ademas, la reduccion moderada de varios factores de riesgo reduce el riesgo cardiovascular

mas que el control 6ptimo de uno solo de ellos 22,

Tabla 1. Clasificacion de los factores de riesgo cardiovascular

Hipertensién arterial
Diabetes Mellitus
cLDL elevado

cHDL bajo

Tabaco

Edad avanzada

Factores de riesqo causales

e Hipertrigliceridemia

Particular de LDL pequefias y
Factores de riesgo condicionales densas

Homocisteina sérica elevada
Lipoproteina (a) sérica elevada
Fibrindgeno, PAI-I

Proteina C reactiva

Obesidad (IMC > 30)

Inactividad fisica
Insulinorresistencia

Obesidad abdominal

Historia familiar de CI prematura
Caracteristicas étnicas

Factores psicosociales

Factores econémicos

Factores de riesgo predisponentes

CcLDL: colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad; cHDL. colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad;
PAI-I: inhibidor del activador del plasminégeno I; CI: Cardiopatia isquémica; IMC: Indice de masa corporal.
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Por tanto, el conocimiento y deteccidon de estos factores de riesgo resulta primordial en la
valoracién del riesgo cardiovascular, pieza fundamental para las estrategias de intervencién en el campo

de las ECV.

1.2 SINDROME CORONARIO AGUDO

1.2.1 Introduccidn

El SCA es la manifestacion clinica mas frecuente y nociva de la enfermedad coronaria, que sigue
siendo la principal causa de muerte y morbilidad en la Unién europea, registrandose mas de 741.000
fallecimientos anuales por esta causa 2. Ademas, los costes sanitarios (directos e indirectos) derivados

de esta patologia son muy elevados.

1.2.2 Concepto y fisiopatologia

El término SCA fue introducido por el Dr. Fuster, en 1985, para diferenciar los eventos
fisiopatologicos especificos que distinguen la enfermedad coronaria estable, de la Al y el IAM 24, El SCA
es un término operacional, especialmente Util en la evaluacidn de los pacientes con dolor toracico y con el

que se designa a cualquier conjunto de sintomas clinicos compatibles con isquemia miocardica aguda .

Este sindrome engloba a diferentes manifestaciones clinicas de la Cl, como son la Al, el IAM y la

muerte subita de causa cardiaca. Puesto que la muerte subita tiene una presentacién clinica y un enfoque

terapéutico muy distinto, en la practica solo se consideran la Al y el IAM como SCA.
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El método fundamental para distinguir Al de IAM es la deteccidn de necrosis miocardica a través
de la elevacién sérica de diferentes marcadores bioldgicos, mientras que la aparicion o no de ondas Q en

el ECG, es lo que determina que los IAM se denominen como IAM Q e IAM no Q.

Por todo ello, el espectro del SCA queda definido mediante tres pilares: la clinica, el ECG y los

marcadores de necrosis miocardica 2.

Esta establecido que, en sus diferentes presentaciones clinicas, los SCA comparten un sustrato
fisiopatoldgico comun. Estudios anatomopatoldgicos, angioscdpicos y biologicos han puesto de manifiesto
que la rotura de la placa aterosclerética y la posterior trombosis coronaria, forman parte del mecanismo
fisiopatologico subyacente en la mayoria de los SCA (Figura 6). En este sentido, las lesiones
aterosclerdticas vulnerables o de alto riesgo son las que tienen un mayor riesgo de inducir trombosis

coronaria 2.

Tras la ruptura de la placa, se exponen a la circulacion componentes del nicleo lipidico altamente
trombogénicos que, conjuntamente con la exposicion del factor tisular, condicionan la formacién local de
trombina, la activacion de plaquetas y la formacion de fibrina. De la mayor o menor labilidad del trombo y
de la capacidad de la fibrinolisis local pueden resultar tres evoluciones: la organizacién del trombo con
crecimiento progresivo de la placa, la oclusion intermitente con fenémenos isquémicos transitorios, y la

oclusién completa con necrosis de la zona afectada 2.
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Trombo

Placa de ateroma

Figura 6. Trombosis coronaria oclusiva debida a la rotura de una placa vulnerable o de alto riesgo

1.2.3 Manifestaciones y formas clinicas

A pesar de los numerosos avances en el diagndstico de laboratorio del IAM, la anamnesis sigue
siendo el punto clave. El sintoma central de los SCA es el dolor toracico, que se describe generalmente
como constriccion, opresion, aplastamiento o compresion, y suele tener una localizacién retroesternal,
irradiandose con frecuencia a ambos lados de la region anterior del térax y brazos (con predileccion por el

lado izquierdo).

Normalmente, el dolor toracico es prolongado (dura méas de 20-30 minutos) y se suele acompafiar
de otros sintomas como diaforesis 0 nauseas. No obstante, no son infrecuentes las presentaciones
atipicas, como dolor epigastrico o disnea. Los sintomas atipicos se observan con mayor frecuencia en los
pacientes jovenes (25-40 afios), en los mayores de 75 afios, en las mujeres y en los pacientes con

diabetes mellitus (DM) o con insuficiencia renal cronica (IRC) 2.

En base al patrén de presentacion electrocardiografico, los SCA se clasifican en dos tipos:

sindromes coronarios agudos sin elevacién del segmento ST (SCASEST) y sindromes coronarios agudos

con elevacion del segmento ST (SCACEST).

33



1.2.3.1 Sindrome coronario agudo sin elevacion del ST

Comprende aquellos casos con clinica de angina que no presentan elevacion persistente del
segmento ST en el ECG. Las alteraciones electrocardiograficas mas frecuentemente observadas son la
depresion persistente o transitoria del segmento ST, la inversién de las ondas T y las ondas T planas o

seudonormalizacion de las ondas T 2.

La estrategia inicial en estos pacientes es aliviar los sintomas y la isquemia, y realizar una
seriacion de los marcadores de dafio miocardico (fundamentalmente la troponina). El diagnéstico de
SCASEST se concretara segun el resultado de la determinacion de las troponinas en IAMSEST o Al 2

(Figura 7).

1.2.3.2 Sindrome coronario agudo con elevacién del ST

Comprende los pacientes con clinica de angina y elevacion persistente (> 20 min.) del segmento
ST. Generalmente, existe una oclusién coronaria aguda total y la mayoria de estos pacientes
desarrollaran, en Ultimo término, un IAMCEST. Una minoria de pacientes que presenten inicialmente

elevacion del ST en el ECG evolucionaran hacia un IAM no Q o incluso hacia una Al 2 (Figura 7).

El principal objetivo terapéutico es estos casos es conseguir una reperfusion rapida y completa

mediante angioplastia primaria (AP) o tratamiento fibrinolitico Z7.

34



Introduccion

( SINDROME CORONARIO AGUDO )
SCASEST SCACEST
Troponina
( Al J { IAM NO @ ) ( 1AM Q )

Figura 7. Clasificacién de los Sindromes Coronarios Agudos. SCASEST (Sindrome coronario agudo sin elevacion del
ST), SCACEST (Sindrome coronario agudo con elevacion del ST), Al (angina inestable), IAM (Infarto agudo de Miocardio).

ECG

1.24 INFARTO AGUDO DE MIOCARDIO CON ELEVACION DEL ST

1.2.41 Definicion e historia natural

El término infarto de miocardio (IM) puede ser definido a partir de caracteristicas clinicas,
electrocardiograficas, bioquimicas, derivadas de técnicas de imagen y anatomopatoldgicas . Para poder

establecer el diagnostico de IAM, debe estar presente cualquiera de los siguientes criterios 3':

1) Deteccion de ascenso y/o descenso de biomarcadores cardiacos (preferentemente troponina
| o T) con al menos una determinacién por encima del percentil 99 del limite superior de

referencia establecido por el laboratorio (LSR), junto a evidencia de isquemia. Esta Ultima se

define como:
a. Cualquier sintoma compatible con la misma.
b. Cambios electrocardiograficos sugestivos de isquemia de nueva aparicion

(variaciones en el segmento ST-onda T y/o bloqueo de rama izquierda no

conocido previamente).
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C. Desarrollo de ondas Q patolégicas en el ECG.

d. Evidencia mediante técnicas de imagen de nueva pérdida de miocardio
viable y/o alteraciones de la motilidad segmentaria no presentes en estudios

previos.

2) Muerte subita cardiaca asociada a sintomas clinicos de isquemia miocardica y elevacion del
segmento ST de nueva aparicién, bloqueo de rama izquierda no conocido previamente o

evidencia de trombo fresco intracoronario (mediante coronariografia o autopsia).

3) Hallazgos anatomopatologicos compatibles con IAM.

En la gran mayoria de los IAMCEST, el suceso inicial es la ruptura de una placa aterosclerética
intracoronaria 2. Tras la ruptura de esta placa, se liberan a la circulacion sistémica los componentes del
nucleo lipidico y se expone la matriz subendotelial subyacente a los diferentes componentes sanguineos,
lo que produce una intensa activacién plaquetaria, la generacion de trombina y la formacién de un trombo
intracoronario que da lugar a una interrupcion del flujo sanguineo 32. Si este trombo intracoronario es

completamente oclusivo, se manifiesta en el ECG en forma de elevacion del segmento ST (Figura 8).
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Figura 8. El ECG muestra una elevacion del segmento ST antero-lateral
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Una vez establecida la oclusién coronaria completa, la necrosis miocardica comienza a
desarrollarse a los 15-30 min. y progresa desde el subendocardio hacia el subepicardio de forma

dependiente del tiempo 7.

La historia natural del IAMCEST es dificil de establecer por varios motivos, entre los que se
encuentran la incidencia de IM silente, los episodios de muerte extrahospitalaria y las distintas definiciones
utilizadas en los ensayos clinicos y registros publicados. Diversos estudios han puesto de manifiesto que
la mortalidad en pacientes con un diagnostico presumible de IAM durante el primer mes puede llegar hasta
el 50 %, y alrededor de la mitad de estas muertes ocurren durante las primeras 2 horas 3. Esta elevada
mortalidad inicial no ha variado significativamente en los Ultimos afios, a diferencia de lo que ha sucedido
con la mortalidad hospitalaria, que ha experimentado un acusado descenso debido, principalmente, a los

tratamientos antitromboticos y de reperfusion coronaria 3435,

1.2.4.2 Marcadores séricos de necrosis miocardica: valor diagnostico

Cuando los cardiomiocitos se necrosan o sufren un dafio importante, pierden la integridad de la
membrana y se produce el paso de macromoléculas al tejido intersticial. Estas moléculas, que reciben el
nombre de marcadores bioldgicos de dafio miocardico, son posteriormente absorbidas por los capilares y

el sistema linfatico, alcanzando finalmente la circulacién sistémica 36-38.

Hace una década, la medida de los marcadores bioldgicos de necrosis miocardica se limitaba a la
creatincinasa total (CK) y la creatincinasa MB (CK-MB). Posteriormente, el progresivo desarrollo de los
inmunoanalisis permiti6 medir de forma mas rapida la concentracion de CK-MB y mioglobina, por lo que
fueron aplicables al diagnéstico inmediato del SCA. Ademas, se empezaron a desarrollar los primeros

dispositivos que permitian medir las isoformas cardiacas de las troponinas T e I.
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En la actualidad, los marcadores de dafio miocardico han adquirido tal importancia en la practica
clinica, que la definicion de IAM se basa en la deteccion en sangre de éstos, combinada con criterios

clinicos o electrocardiograficos.

1.24.21 Complejo Troponina

El complejo de la troponina se halla situado en el filamento fino del complejo tropomiosina de las
células contractiles y estd compuesto por tres subunidades; la Troponina | (Tnl), la Troponina T (TnT) y la
Troponina C (TnC). Su funcion principal es regular el proceso contractil (actina-miosina) mediado por
calcio ¥, Concretamente, la Troponina C (TnC) es responsable de la fijacién del calcio, la Troponina T
(TnT) liga el complejo troponina a la tropomiosina y la Troponina | (Tnl), es la encargada de inhibir el
complejo troponina-tropomiosina (Figura 9). Sélo la TnT y la Tnl tienen interés en la practica clinica, ya

que tienen isoformas cardioespecificas “°.

Normalmente se observa un patron de liberacién en dos fases; un primer pico de liberacién
rapida, en relacion con la fraccion de troponina disuelta en el citoplasma de los cardiomiocitos, seguido de
un segundo pico mas sostenido (mayoritario) que corresponde a la unida estructuralmente al complejo
tropomiosina. La primera caracteristica las proporciona una determinada precocidad en la deteccién del
dafio miocérdico, mientras que la segunda es util para que su deteccién pueda emplearse tanto a nivel

diagndstico como prondstico 4143,

Ademas, las troponinas cardiacas han demostrado ser mas sensibles que la CKy la CK-MB en la

deteccion del “dafio miocardico leve” y tener una mayor especificidad para el diagnéstico del IAM; por todo

ello, en la actualidad son los marcadores de eleccion para el diagndstico del IAM 44,
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Figura 9: Complejo troponina. Tnl (Troponina I), TnC (Troponina C), Tnt (Troponina T)

1.24.2.2 Creatinquinasa

La CK es una enzima presente practicamente en todos los tejidos, pero con predominio en la
musculatura estriada. Cuando existe necrosis miocardica, la actividad catalitica de la CK puede detectarse
aumentada a partir de las 4-6 horas del inicio de la sintomatologia, volviendo a la normalidad en 2 o 3 dias
(Tabla 2). El pico méximo de CK aparece generalmente en una media de 24 horas, sin embargo, puede

adelantarse en los pacientes sometidos a reperfusion mecéanica o farmacoldgica 42 (Figura 10).

A pesar de que la CK ha sido durante muchos afios el marcador bioldgico mas utilizado para el
diagndstico de la necrosis miocardica, no es una molécula cardioespecifica y sus intervalos de referencia
varian con la edad, raza, masa muscular y actividad fisica 4. Ademas, la CK puede elevarse en una gran

variedad de condiciones patologicas sin que exista dafio miocardico 6.

1.24.2.3 Creatinquinasa MB

Las isoenzimas representan adaptaciones especializadas de las enzimas en diferentes células y
tejidos. La isoenzima CK-MB (heterodimero de los monémeros M y B) a diferencia de otras isoenzimas de

la CK, esta presente en mayor cantidad en el miocardio y tiene una escasa proporcion en el masculo
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esquelético, por lo que es la més utilizada en la practica clinica 7. Se ha descrito que hasta el 20 % del

total de CK en el miocardio enfermo es CK-MB 47,

La concentracion de CK-MB puede detectarse aumentada en el plasma a partir de las 4-6 horas
del inicio de los sintomas, y permanece elevada hasta las 24-36 horas #-4® (Tabla 2). Hasta el desarrollo
de las troponinas cardiacas, la CK-MB ha tenido un papel muy importante en el diagnéstico del IAM, y ha
sido durante muchos afios el “patron oro” frente al cual se han comparado otros marcadores bioguimicos

de necrosis miocardica (Figura 10).

Tabla 2. Caracteristicas de los marcadores de dafio miocardico

Tiempo hasta Pico maximo sin Retorno a rango
MARCADOR . N
deteccion reperfusion normal
Mioglobina 1-4 horas 6-7 horas 24 horas
CK 4-6 24 horas 2-3 dias
CK-MB 3-12 horas 18 horas 48-72 horas
Troponina | 4-12 horas 24 horas 5-10 dias
Troponina T 3-12 horas 18 horas 48-72 horas

CK: Creatin-Kinasa; CK-MB: Creatin-Kinasa isoforma MB

Maultiplos del limite de referencia

Troponina T

Troponina |

CK-MB y
CK total

0-3 3-6 6-12 12-18 18-24 2 3 4 5 6
Horas Dias Postsintomas

Figura 10. Cinética de los marcadores de dafio miocérdico en el IAM
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1.24.2.4 Estimacion del tamaiio del infarto de miocardio mediante el andlisis de los

marcadores bioldgicos de necrosis miocardica.

La estimacién del tamafio del IM mediante la cuantificacion de los marcadores de necrosis
miocardica es una practica clinica habitual y, ademas, un objetivo en numerosos ensayos clinicos. La

determinacién de estos marcadores biolégicos es relativamente sencilla y economica.

A diferencia de la CK, cuya cinética de depuracién se ve parcialmente alterada por los tratamiento
de reperfusién, la determinacién de la concentracion de troponina, incluso tras una reperfusion
satisfactoria, puede proporcionar un célculo fiable del tamafio del IM 48, Distintos estudios han conformado
que la troponina es un marcador de dafio miocardico que se ve muy poco modificado por las terapias de

reperfusion de la arteria responsable del IAM 50-52,

Son numerosos los estudios que han intentado demostrar una correlacion entre los marcadores
de necrosis miocardica y el tamafio del IAM, tanto en la etapa previa a la aparicidn de los tratamientos de

reperfusion coronaria (ICP y tromboliticos) como en la era posterior 53-56,

Antes del empleo generalizado de los tratamientos de reperfusion en el IAMCEST, distintos
trabajos de investigacion realizados en animales -0 y en humanos % 5 61 demostraron una buena
correlacion entre los valores pico de de los marcadores de dafio cardiaco y la extension de la necrosis en
la necropsia. Ademas, estos estudios también pusieron de manifiesto que los marcadores de necrosis
tenian una buena correlacién con la presencia de eventos clinicos en el seguimiento, tales como

arritmias 2, IC 83.64y mortalidad 6,

En la era de los tratamientos de reperfusién coronaria, también se han realizado numerosos
estudios para demostrar la existencia o no de una correlacion entre los marcadores de dafio miocardico y
el tamafo del IM estimado por SPECT miocardico y/o resonancia cardiaca. Asi, en los estudios

ESCALAT % y PRIME 97 se observo una muy buena correlacién entre los niveles pico de CK'y CK-MB'y
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el tamafio del IAM valorado por SPECT miocardico. También se observé una correlacidn negativa con la
FEVI (p 0,035) y la presencia de muerte o IC intrahospitalaria, p 0,007 y 0,021 respectivamente.
El estudio TAMI-7 5 también mostré una firme asociacion entre los niveles pico de CK-MB y el desarrollo
de IC y el compuesto IC-mortalidad en pacientes con IAMCEST tratados con alteplasa. En otro estudio
multicéntrico, Tzivoni et al. ® demostraron una muy buena correlacion entre los niveles y area bajo la
curva de CK, CK-MB y Troponina, y entre los niveles pico aislados de CK, CK-MB y Troponina, v el

tamafio del IAM estimado por SPECT miocérdico.

En pacientes con IAMCEST tratados con ICP, Licka M et al. 8 encontraron que los niveles pico
de troponina y CK guardaban una buena correlacion con el tamafio del IAM valorado por SPECT
(Figura 11). Resultados similares han sido publicados por otros investigadores utilizando para la

estimacién del tamafio del IM el SPECT miocardico 7074y la resonancia magnética 7.
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Figura 11. Asociacion entre los niveles de TnT a las 72 horas y pico de CK y el SPECT miocérdico en la estimacion del
tamafio del infarto. A: pacientes no revascularizados. B: pacientes revascularizados
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Por tanto, los marcadores de necrosis miocardica son una herramienta atractiva para estimar

faciimente el tamafio del IM y obtener una impresién pronéstica 52,

1.24.3 Reperfusion coronaria

Un diagnostico rapido y la estratificacion temprana del riesgo en pacientes con sospecha de |AM,
son clave para identificar a aquellos en quienes una intervencion temprana puede mejorar claramente el
pronostico. Aunque en un pequefio porcentaje de pacientes con IAMCEST se produce reperfusion
espontanea, en la gran mayoria existe una oclusion trombética persistente, y la reperfusion lo mas precoz

posible, representa el modo mas eficaz para restaurar el flujo sanguineo y disminuir las complicaciones.

1.2.4.3.1 Intervencionismo coronario percutaneo vs fibrinolisis

Existen dos regimenes terapéuticos para la revascularizacion de la arteria responsable del
IAMCEST, la ICP primaria y la fibrinolisis. Independientemente de la estrategia escogida, el objetivo
fundamental es reducir al minimo el tiempo total de isquemia, definido como el tiempo transcurrido desde

el inicio de los sintomas hasta la apertura de la arteria responsable del IAM 2.

En las guias de practica clinica del IAMCEST de la Sociedad Europea de Cardiologia (ESC) 22y
la Sociedad Americana de Cardiologia (AHA) 3!, la terapia de reperfusion (mecanica o farmacolégica) esta
indicada (clase I, nivel de evidencia A) en los pacientes con un IAMCEST de menos de 12 horas de

evolucion. Existe una serie de recomendaciones para elegir una u otra estrategia de revascularizacion :

1% El tiempo desde el inicio de los sintomas: la eficacia del tratamiento fibrinolitico es

dependiente del tiempo que lleva ocluida la arteria, mientras que el restablecimiento del flujo coronario

mediante ICP primaria, dentro de las primeras 12 horas, es menos tiempo-dependiente.
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2°: El riesgo del |IAM: el beneficio de la ICP primaria es mas alto cuanto mas riesgo (importancia

de la estratificacion inicial del riesgo) tiene el IM.

3% El riesgo del tratamiento fibrinolitico: cuando las dos opciones son posibles, si el paciente

tiene alto riesgo de sangrado la ICP primaria ofrece un claro beneficio.

4°: El tiempo hasta la realizacion de ICP urgente: las guias americanas aconsejan realizar terapia

de reperfusion mediante ICP primaria si se estima que el tiempo desde el primer contacto médico y la
apertura de la arteria puede ser inferior a 90 minutos. Las guias europeas recomiendan la ICP primaria
como tratamiento de eleccién si se estima que el tiempo desde el primer contacto médico a la apertura de
la arteria responsable puede ser inferior a 120 minutos. Ademas, aconsejan que este tiempo sea inferior a
90 minutos en los casos con menos de 2 horas de evolucién, infarto de miocardio extenso y bajo riesgo de
sangrado. Si se estima que no es posible cumplir con los objetivos anteriormente descritos y no existe

contraindicacion, se administrara tratamiento fibrinolitico lo antes posible.

1.2.4.4 Estratificacion prondstica tras un infarto de miocardio

La valoracion pronéstica en los pacientes que sufren un IAM debe ir encaminada, basicamente, a
estratificar los enfermos en grupos de bajo, medio y alto riesgo de presentar complicaciones durante su
evolucién. El prondstico tras un IAMCEST ha mejorado notablemente en los Ultimos afios, debido
fundamentalmente a la generalizacion de los tratamientos de reperfusion (mecanicos o farmacolégicos) y
el uso de farmacos antiagregantes y cardioprotectores (bloqueadores beta e IECAs) 76 77. Todo ello ha
hecho disminuir notablemente la mortalidad post-infarto 78, concretamente, se ha pasado de una

mortalidad hospitalaria del 15 % en los afios ochenta a cerca del 6 % a 30 dias en la actualidad ™.
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En el registro MASCARA (Manejo del Sindrome Coronario Agudo Registro Actualizado) que
incluyé a mas de 3.000 pacientes con SCACEST en Espafia, la mortalidad hospitalaria se situ6 en el

7,6 % ®.

1.2.4.41 Impacto prondstico del tamaio del infarto de miocardio

El tamario del IM es uno de los principales determinantes prondsticos tras un IAM 8'.82, Desde un
punto de vista funcional, el factor que condiciona de manera mas determinante la evolucion clinica a corto

plazo de estos pacientes es la cantidad de miocardio funcionante que se pierde 884 (Figura 12).
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Figura 12. Mortalidad segtin tamario del IAM 82

La oclusién aguda de la luz coronaria conduce rapidamente a la interrupcion de la actividad
metabdlica y funcional de los miocitos irrigados por esa arteria, lo que causa una alteracion tanto de la
relajacién como de la contraccion del territorio miocardico afectado 8588, E| grado de disfuncion ventricular

vendra esencialmente determinado por la extensién del territorio cardiaco afectado por el IM 890,

La incidencia de shock cardiogénico en la fase aguda del IM oscila entre el 5y el 15 %, con un

promedio del 7,5 % °'. La aparicion de esta complicacion estd en relacion directamente proporcional al

45



tamario del IM, de tal forma que la necrosis de mas del 40 % de la masa ventricular izquierda se asocia
con frecuencia a shock cardiogénico %. Distintos estudios han puesto de manifiesto que la presencia de
shock cardiogénico es el factor mas fuertemente relacionado con la mortalidad en la fase aguda del IM

(40-60 % del total de muertes) 95-%,

Debido a la importancia pronostica del tamafio del IM, la posibilidad de modificarlo ha despertado
un gran interés experimental y clinico. En este sentido, el estudio de la apoptosis de los miocitos, los
genes determinantes, sus vias de activacion y su posible bloqueo farmacologico, han cobrado un

importante protagonismo en la investigacion basica en cardiologia.

1.24.4.2 Estimacion y valor prondstico de la funcion ventricular izquierda post-infarto

Es ampliamente conocido que el prondstico tras un IAM depende en gran medida del estado de la
funcion contractil del ventriculo izquierdo. Los efectos nocivos de la depresion de la funcion sistélica en la
evolucién clinica y pronostico de los pacientes con IAM se han demostrado de manera concluyente 9%,
La FEVI es el parametro no invasivo mas estandarizado, reproducible y utilizado como medida de la

funcion ventricular izquierda 100,

La FEVI post-infarto tiene una relacion inversamente proporcional con la mortalidad. Estudios
publicados en los afios 80, previos al desarrollo de los tratamientos de reperfusion coronaria, demostraron
una relacién estrecha entre la FEVI y la mortalidad cardiaca 1%, Trabajos posteriores, en pacientes
tratados con ICP o trombolisis, como los publicados por Gosselink et al. 1%, demostraron una mortalidad (a
los 30 £ 10 meses de seguimiento) del 16 % en pacientes con FEVI < 40 % frente al 2 % si la FEVI
era > 40 %. En este mismo sentido, Nicod et al "% encontraron que los pacientes con IAMCEST y
FEVI < 40 % que presentaban IC durante el ingreso, tenian mayor mortalidad comparados con aquellos

con FEVI <40 % pero sin IC (26 % frente al 12 %, p < 0,01). Estos hallazgos también fueron significativos
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si la FEVI estaba entre el 40-50 % (mortalidad del 19 % frente al 6 %, p < 0,01) o si la FEVI era > 50 %

(mortalidad del 8 % frente al 3 %; p < 0,02).

También la FEVI es un importante predictor de eventos arritmicos post-infarto. En el trabajo de
Richards et al. 177, el RR de eventos arritmicos tras un IAM fue significativamente superior en el grupo de
pacientes con FEVI < 40 %. Otro estudio demostrd que el 79 % de los pacientes con eventos arritmicos

post-infarto tenian una FEVI < 40 %, frente al 15 % en el grupo con FEVI > 40 % (p < 0,0001) 108,

1.2.4.4.3 Insuficiencia cardiaca post-infarto: prevalencia, caracteristicas clinicas e

importancia pronodstica

La IC se observa al ingreso o durante la hospitalizacion en aproximadamente una tercera parte
de los pacientes con IAM (25-35 % de los casos) '%-112, En un registro americano en el que se estudiaron
mas de 600.000 pacientes dados de alta con el diagnostico de IAM y que cumplian criterios de IC, la

incidencia de esta complicacion fue del 29 % 113.

La incidencia de IC tardia post-infarto varia ampliamente en los distintos estudios y registros
publicados, en gran parte debido a las diferentes definiciones de IC consideradas. En el estudio de
Framingham 4, se comunico una incidencia anual de IC tardia del 2 %, similar a la mostrada en el
estudio CARE "5 (1,3 %). En el estudio SAVE 8 se informé, a los 3,5 afios de seguimiento, una incidencia
del 15 %. Sin embargo, otros estudios poblacionales norteamericanos han encontrado una tasa de

eventos de hasta el 41 % a los 6,5 afios de seguimiento 6,

A diferencia de la IC que aparece en la fase aguda del IAM, estrechamente relacionada con la

extension y severidad del infarto (disfuncion de tipo mecénico), el elemento fisiopatoldgico clave en el

desarrollo de la IC tardia post-infarto es el remodelado ventricular (RV) 7.
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El término RV, comprende todas aquellas variaciones moleculares, celulares e intersticiales
cardiacas que se producen fras un IAM y que se manifiestan por alteraciones en el tamafio, masa,
geometria y funcion del ventriculo izquierdo. El desarrollo de RVI es un proceso complejo y en el que se

han implicados mudiltiples factores, entre los que destaca la apoptosis 18120,

A pesar de los notables avances realizados en los Ultimos afios en el tratamiento del
IAM 11.121,122 |3 |C sigue siendo la complicacion grave mas frecuente y es, junto con la edad, el factor

predictivo independiente mas importante de muerte a corto y largo plazo 2,

Los pacientes con IAM acompafiado de IC grave tienen una mortalidad que llega a alcanzar el
30 % a los 12 meses 124, En el estudio GRACE, la mortalidad a los 6 meses fue claramente mayor en el

grupo de pacientes con IAM que desarrollé IC (20,7 % vs 5,9 %, <0.001) "o,

Por tanto, la IC supone, dada la alta prevalencia del IAM, un gran numero de muertes en

términos absolutos. Ademas, cualquier intervencion médica que disminuya el desarrollo de IC, aunque

sea en una proporcion relativa baja, se traducira en una ganancia neta de vidas salvadas.

1.3 LA APOPTOSIS EN EL INFARTO AGUDO DE MIOCARDIO

1.3.1  Apoptosis: definicion y conceptos claves

El término “apoptosis” fue utilizado por primera vez en 1972 por los investigadores Wyllie, Kerr y
Currie, para indicar una nueva forma de muerte celular en el que las células morian de una manera
morfolégicamente distinta a la muerte por necrosis. Asi, tenian lugar una serie de cambios secuenciales
que no daban como resultado la pérdida de la integridad de la membrana celular y que ademas no

desencadenaban una respuesta inflamatoria, tal y como ocurria en la muerte por necrosis 25 (Tabla 3).

48



Introduccion

Tabla 3. Diferencias morfolégicas y funcionales entre necrosis y

apoptosis

NECROSIS APOPTOSIS
Tamaiio celular Edema Retraccion
Membrana citoplasmica Lisis Expresion de glucoproteinas
Mitocondria Rotura Funcional
Degradacién del ADN Aleatoria Ordenada
Requerimiento energético No Si
Inflamacién Si No

Por tanto, se puede definir la apoptosis como el conjunto de reacciones bioquimicas que tienen

lugar en una célula y que concluyen con su muerte de una forma ordenada y silenciosa 125,

Durante la apoptosis, se producen a nivel celular una serie de cambios estructurales y
funcionales. Las células se encogen y pierden el contacto con las células vecinas; la fosfatidilserina
(presente en la cara interna de la membrana plasmatica) pasa al exterior de la membrana y es reconocida
por los macrofagos; comienza la fragmentacion nuclear por las endonucleasas endégenas, dando lugar al
caracteristico patron de DNA en escalera en la electroforesis '27; y por ultimo, la membrana plasmatica
adquiere una apariencia vesicular debido a la formacién de grandes invaginaciones (cuerpos apoptéticos)

que son reconocidos y fagocitados por los macréfagos 2 (Figura 13).
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Figura 13. Se representa de forma esquematica las principales fases del proceso de apoptosis.

En los organismos pluricelulares, la apoptosis juega un importante papel durante el desarrollo, en
el mantenimiento de la homeostasis tisular en el adulto, en la defensa contra infecciones y neoplasias, y

en la regulacion del proceso fisiologico de envejecimiento 127,

1.3.2 Mecanismos moleculares implicados en la apoptosis: vias de activacion

El mecanismo de la apoptosis es extremadamente complejo y sofisticado, ya que son mdiltiples
las moléculas que promueven la muerte celular amplificando efectos en cascada y retroalimentacion
positiva con el fin de asegurar que una vez iniciado el proceso, éste sea rapido, fatal e irreversible 129,
Como mecanismo de seguridad, la célula produce reguladores para asegurar que pequefias alteraciones

no den lugar a una muerte innecesaria 130,

Aunque la apoptosis puede ser activada por diferentes estimulos, estos confluyen en una via
comun en la que juegan un papel clave unas proteinas, denominadas caspasas (cysteine aspartyl specific
proteases) 3!, Las caspasas son parte de la familia de las cisteina—proteasas, se sintetizan como
precursores inactivos (proenzimas inertes denominadas zimogenos) y se convierten en la forma activa por
rotura proteolitica %,
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La activacion inicial de una caspasa provoca una reaccién en cadena que conduce a la activacion
de otras caspasas y a la muerte de la célula '32. Se conocen mas de 14 caspasas y, aunque comparte una
estructura comun, los andlisis filogenéticos han demostrado la existencia de subfamilias que presentan
diferentes caracteristicas entre si 'y que, por tanto, pueden tener distinto papel en el proceso apoptotico 3.
Asi, las caspasas iniciadoras (caspasas 2, 8, 9 y 10) presentan pro-dominios funcionales que permiten la
asociacién de estas moléculas con complejos de sefializacion, las caspasas ejecutoras (3, 6, y 7) son
activadas por las caspasas iniciadoras y son las responsables de la interaccién con otras moléculas que
desencadenan la apoptosis y, por ultimo, estan las caspasas involucradas en la inflamacion o caspasas

procesadoras de citoquinas (1,4, 5, 12,13,y 14) 13,

La activacién de la via comin de la apoptosis se puede realizar mediante dos rutas no
excluyentes entre si: la denominada extrinseca o tipo |, a través de receptores situados en la membrana
celular llamados receptores celulares de muerte (Death Cell Receptors) o la intrinseca o tipo |l, mediante

|a liberacion del activador mitocondrial del tipo citocromo C '3 (Figura 14).

Ligando

pro-apoptético

Receptor

pro-apoptatico

VIA EXTRINSECA
DISC
\ FADD VIA INTRINSECA

Caspasas «— (" yroconpriA ) — Bel2

CitC T
Bax
!
BH3
APOPTOSIS T

Stress (hipoxia-isquemia),
growth factor withdrawal

Figura 14. Vias de activacion de la apoptosis. Las células poseen dos vias a través de las cuales reciben la orden de
muerte: la via extrinseca, a través de un ligando, y la via intrinseca, que se activa frente a un estrés importante o por factores de
crecimiento (growth factor withdrawal). En esta ultima via, desempefia un papel fundamental la mitocondria, que libera citocromo

C (Cit C) y otras sustancias importantes en la activacion de las caspasas, que inician la apoptosis.
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1.3.2.1 Via extrinseca o de los receptores de muerte

Los receptores de muerte de la familia del receptor de TNF (TNFR) incluyen TNFR1, Fas (CD95),
DR3/WSL vy los receptores del ligando inductor de apoptosis relacionado con el TNF (TNF-related
apoptosis-inducing ligand, TRAIL) 135, Estos receptores, poseen un dominio intracelular en el extremo C-
terminal del receptor denominado dominio de muerte o “death domain” 3. EI miembro de los receptores
de muerte mas estudiado y relevante en inmunologia es el CD95 o Fas '¥. La oligomerizacién o mas
probablemente la trimerizacion del CD95 tras la union de su ligando (FasL) es requerida para la

transduccién de la sefial apoptotica 138.

La via extrinseca se inicia con la unién de un ligando de muerte a su receptor de superficie,
formando el complejo multiproteico llamado DISC (Death Inducing Signaling Complex). Este complejo se
une a una proteina adaptadora denominada FADD (Fas—Associated Via Death Domain)'3 y da lugar a la
activacion de la procaspasa 8, que rompe y activa a la procaspasa 3 y a Bid (proteina pro—apoptética del

tipo Bcl-2) a través de la cual se unen las vias apoptoéticas extrinseca e intrinseca 40,

1.3.2.2 \Viaintrinseca

A diferencia de la via extrinseca, que traduce sefiales especificas para la muerte celular, la via
intrinseca integra una amplia gama estimulos extra e intracelulares. Entre los primeros se incluyen las
deficiencias en nutrientes, la hipoxia, las radiaciones y otros tipos de estrés fisico-quimicos, y entre los
estimulos intracelulares se encuentran el estrés oxidativo, el dafio al ADN vy el plegamiento incorrecto de
las proteinas. Todas estas sefiales convergen en la mitocondria y alteran su correcto funcionamiento,

produciéndose la liberacion de proteinas apoptogénicos al citosol 140.
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De todas estas proteinas apoptogénicas, la que mayor protagonismo ha experimentado es el
citocromo C ™', un componente de la cadena respiratoria mitocondrial que se encuentra normalmente
localizado entre las dos membranas mitocondriales o espacio intermembranas. Ante un estimulo como los
descritos anteriormente, se produce su liberacion al citosol y su union a Apaf-1 (Apoptotic protease
activating factor — 1) que interactta con la procaspasa 9, formando el complejo “citocromo C-Apaf-1-
procaspasa 9-ATP” 0 APOPTOSOMA, que es el elemento central en la maquinaria apoptoética intrinseca.
Finalmente, tras la activacién de la procaspasa 9 mediante el aporte de energia (ATP), se inicia el proceso

apoptotico 42,

1.3.3 Importancia de la apoptosis en la fisiopatologia del infarto de miocardio

En el momento actual sabemos que la apoptosis interviene activamente en la fisiopatologia de
numerosas enfermedades y juega un papel crucial en el sistema cardiovascular 4% 44, Dentro de la
investigacion en cardiologia, la apoptosis ha despertado un gran interés debido a su participacién en
multiples entidades nosoldgicas, como las cardiopatias congénitas 145146, el sindrome de QT largo ™7, el
sindrome de Brugada '8, los bloqueos en la conduccidn cardiaca ', las miocardiopatias ', la cardiopatia

hipertensiva '3, el rechazo en el trasplante cardiaco %2, la IC 153155 y | JAM 156. 157,

Concretamente, en el contexto de la Cl, investigaciones recientes han demostrado que la
apoptosis puede jugar un importante papel en el crecimiento y rotura de las placas ateromatosas, lo que
en Ultima instancia lleva al desarrollo de eventos coronarios agudos %8 15°, Ademas, otros trabajos han
puesto de manifiesto la importancia del proceso apoptético en el desarrollo y progresion del area del

IAM 160, el RV adverso tras un IAM '6%.162 y |3 |C tardia post-infarto 163166,

Hasta hace unos afios se pensaba que la muerte celular en el contexto del IM era exclusivamente

por necrosis, sin embargo, nuevas técnicas de deteccién de muerte celular han puesto de manifiesto la
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importancia de la apoptosis en la fisiopatologia del IAM 157. 167. 168 Ademas, estudios experimentales han

demostrado que la hipoxia isquémica en un fuerte inductor de la apoptosis a nivel miocardico 1%,

El diagndstico clinico de la apoptosis es ya una realidad en el ambito de la cardiologia. Podemos
identificar las células apoptéticas in vivo mediante la administracién intravenosa de proteinas humanas,

como la Anexina V 70, marcadas con Tecnecio 99 mestaestable (Tc99m) 171172,

En la actualidad, existe un gran interés en la investigacion del rescate del miocardio que se
lesiona tras un evento coronario agudo. Asi, recientes trabajos han puesto de manifiesto que la inhibicién
de la apoptosis de los miocitos, tanto por métodos genéticos como farmacolégicos, puede disminuir el

tamafio del infarto, la dilatacién ventricular y la mortalidad 173175,

1.4 GEN SUPRESOR DE TUMORES P53

1.4.1 Introduccion: P53, “el guardian del genoma”

El gen P53 pertenece al grupo de los genes supresores de tumores, es decir, genes que evitan
la transformacion celular. Esta localizado en el brazo corto del cromosoma 17 (posicién 17p 1.3), se
extiende a lo largo de 20 kb de ADN genémico, y contiene 11 exones y 393 codones. Codifica la proteina
P53, que estd formada por 393 aminoacidos y tiene un peso molecular de 53 KDa

(de ahi su nombre) 176.177,

En su estructura primaria se pueden distinguir tres regiones (Figura 15): la region N-terminal, que
contiene el dominio de activacién transcripcional que permite inducir la transcripcion de nuevos mRNA y
por tanto la expresion de determinados genes '77, la regién central, que incluye el dominio de unién a

secuencias especificas del ADN 178 y |a regién C-terminal, que contiene los dominios de localizacién
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nuclear, tetramerizacion y de union a secuencias de ADN especificas para el reconocimiento del dafio

primario 178,

Nt Ct

100 393

Dominio Regulador Dominio de unién al DNA Dominio de

Tetramerizacion

Figura 15. Estructura y dominios funcionales de la proteina P53

La proteina P53 tiene una vida media muy corta (de 5 a 30 minutos) se halla en cantidades muy
pequefas en las células normales y es inducida durante la transicion de la fase GO a G1 del ciclo celular
(Figura 16). Esta proteina se encuentra mayoritariamente formando tetrdmeros y se une a secuencias
especificas del ADN para actuar como factor de transcripcion en colaboracion con otras proteinas

activadoras 176,

e

Mitosis N
4 \
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Figura 16. Ciclo celular y apoptosis. En el ciclo celular se distinguen varias fases: G0. Fase de reposo; G1. Fase de
presintesis; S. Fase de sintesis; G2. Fase de postsintesis; M. Mitosis. * Punto de control de P53 y activacion de la apoptosis.
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En condiciones normales, la principal funcién de la proteina P53 es la regulacion de la
proliferacion y diferenciacién celular. Para ello, se une a secuencias especificas del ADN y estimula la
expresion de genes del ciclo celular que inhiben el crecimiento. Entre los genes inducibles por la proteina
P53 destacan MDM2, WAF1/p21 y GADD45 7. 180, Qtras funciones de esta proteina son la sintesis y
reparacion del ADN, la plasticidad gendmica y el control de la apoptosis 818, En base a todas estas
funciones, se ha denominado al gen P53 como el “guardian del genoma”, ya que interviene, una vez

activado, en el mantenimiento de su integridad 184,

1.4.2 Implicacion del gen P53 en la apoptosis celular

Como hemos descrito anteriormente, el gen P53 se encuentra involucrado en multiples procesos
celulares entre los que destacan el control de la apoptosis. Si una célula sufre un dafio significativo en el
ADN o es sometida a un estrés importante (por radiacidn, carcindgenos o fendémenos hipoxico-isquémicos)
se produce la activacién de la proteina P53, y su unidn a secuencias especificas de ADN presentes en las

zonas promotoras de determinados genes implicados en la inhibicién del crecimiento celular.

Como consecuencia de ello, se frena la progresion del ciclo celular en G1 mediado por p21
(WAF), que es un potente inhibidor de varias cinasas y que permite que los enzimas de reparacion del
ADN corrijan los defectos inducidos, y se induce la apoptosis, mediada principalmente por las proteinas

Bax, Apaf-1y caspasa-9 '# (Figura 17).
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Figura 17. Activacion y regulacion de la proteina P53.

La modulacion de la apoptosis miocardica, basada en el disefio de nuevas estrategias
farmacologicas, ha emergido como un area terapéutica prometedora en el contexto del IAM. En un estudio
con ratas que fueron sometidas a isquemia miocardica, la transfeccién previa del gen antiapoptético bel-2
se asocié con menor apoptosis de los cardiomiocitos, menor extension del IM y mejor funcion ventricular
con respecto a las ratas no transfectadas 8. En otro estudio, el inhibidor de las caspasas ZVAD-fmk
redujo significativamente la apoptosis de los cardiomiocitos y el area de infarto con respecto a los
animales no tratados 85187, También, investigaciones realizadas en roedores tratados con el factor de
crecimiento similar a la insulina tipo 1 (por via sistémica o mediante transfeccién), demostraron menor

desarrollo de apoptosis miocardica tras la induccion del infarto que en los animales no tratados 8. 189,

Recientemente, Ying Zhang et al. '% han demostrado que el inhibidor de P53 Pifithrin-alpha

(PFTa), un inhibidor sintético de P53, reduce la apoptosis de los cardiomiocitos de ratones tras la

induccion de un [AM.
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1.4.3 Polimorfismos genéticos: conceptos y aplicaciones clinicas

Los polimorfismos genéticos son variaciones en la secuencia del ADN, tengan o no consecuencia
biologica, que se detectan en al menos el 1% de los individuos de una poblacion *¥'. Para que un locus
sea considerado polimoérfico, el alelo mas comun de dicho locus debe tener una frecuencia poblacional
menor del 99% y, ademas, de acuerdo con la ley de Hardy-Weinberg, al menos un 2% de la poblacién

debe ser heterocigota para ese locus %2,

A diferencia del ADN codificante, en el que se ha observado muy poca variabilidad individual, el
ADN no codificante (al no estar sujeto a presion selectiva intensa) puede soportar grandes niveles de
variabilidad sin que se produzca una repercusion fenotipica significativa. Este hecho a convertido a este

tipo de ADN en la mayor fuente de investigacion de polimorfismos 1%,

El progresivo desarrollo de diferentes técnicas analiticas para el estudio de estos polimorfismos
genéticos ha permitido diferenciar distintas formas alternativas que pueden tener cada uno de ellos, lo que
ha motivado que se puedan utilizar como marcadores genéticos. Los polimorfismos mas variables y de
mayor aplicacién clinica son los polimorfismos de un solo nucledtido (SNP) y los polimorfismos de

repeticion (VNTR) 194195,

a) Polimorfismos de un solo nucleétido o SNP (Single Nucleotide Polymorphism):

Un polimorfismo de un solo nucledtido (SNP) es una variacién en la secuencia de ADN que afecta
a una sola base de una secuencia del genoma. Los SNP constituyen hasta el 90% de todas las
variaciones genémicas humanas y se pueden encontrar tanto en regiones codificantes del ADN como en

regiones no codificantes (la gran mayoria) 1%,

Actualmente, los SNP tienen una gran importancia a nivel biolégico y médico, ya que determinan
la mayor parte de la variabilidad genética de los individuos. Por ejemplo, pueden influir en la diferente
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propension a desarrollar una enfermedad, una mayor agresividad clinica de la misma o diferencias en la

respuesta clinica a tratamientos especificos 9.

b) Polimorfismos de repeticion o VNTRs (variable number of tandem repeats):

La base de estos polimorfismos genéticos reside en la variacién del numero de veces que se
repite en tandem una secuencia determinada. Una repeticion en tandem es una secuencia corta de ADN

que se repite consecutivamente en un locus especifico 1%,

Existen dos tipos de polimorfismos de repeticion de uso en diagnostico genético, los minisatélites
y los microsatélites '%. Los minisatélites son secuencias de ADN de unas pocas decenas de nucledtidos
(alrededor de 30 pares de bases) repetidas en tandem. Actualmente, sélo tienen utilidad en el diagndstico
de un grupo limitado de enfermedades. Los microsatélites 6 STRs (short tandem repeats) son secuencias
de entre 2 y 5 nucledtidos repetidos en tamden y son los polimorfismos méas utilizados en el diagnéstico
genético. A diferencia de los anteriores, estan distribuidos por todo el genoma y presentan una alta

heterocigosidad %4,

Las aplicaciones de los polimorfismos genéticos son numerosas tanto en la investigacion basica
como en la préactica clinica. Gracias al andlisis de estos marcadores genéticos, el conocimiento de las
enfermedades genéticas cada vez es mayor. Ademas, probablemente nos permitira realizar una medicina
preventiva y tomar medidas terapéuticas encaminadas a disminuir e incluso eliminar el riesgo de

determinadas enfermedades en el futuro.

1.4.3.1 Polimorfismo Arg72Pro del gen P53

En el gen P53 se han identificado numerosos polimorfismos, los cuales se ubican en diferentes

codones '%. De todos ellos, el mas importante y mejor caracterizado es el localizado en el exon 4, codén
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72 del gen (rs1042522) 193205 Este polimorfismo, consiste en una transversion de C (citosina) por G
(guanina) en el segundo nucledtido del codén 72, y da lugar a una modificacidn en la secuencia primaria
de la proteina y a que se generen dos variantes de ésta, una con el aminoacido prolina en el residuo 72 y

la otra con el amino&cido arginina en la misma posicion (CCC = prolina; CGC = arginina) 2%,

Ademas, dicho cambio tiene efectos bioquimicos y biolégicos importantes en cuanto a la accién
de la proteina 27. Concretamente, se han encontrado diferencias entre las variantes descritas y su
habilidad para unir componentes de la maquinaria transcripcional, activar la transcripcion, inducir
apoptosis y reprimir la transformacion celular 28, Asi, la variante P53-Arg tiene una capacidad de inducir

apoptosis en células en cultivo y lineas tumorales superior a la variante P53-Pro 207, 209211,

Por otro lado, aunque ambas formas producen cambios tumorigénicos, el genotipo P53-Arg es
mas oncogénico que P53-Pro 212, En este sentido, varios trabajos han concluido que los tumores que
poseen células cuyo genotipo es P53-Pro, tienen un crecimiento mas lento y son de un tamafio mas
pequefio que aquellos constituidos por células portadoras del genotipo P53-Arg '3 214, Bonafé et al. 2!
encontraron una diferente susceptibilidad a la apoptosis entre los distintos genotipos del codon 72 del gen
P53. Concretamente, los linfocitos y fbroblastos de pacientes homocigotos Arg presentaron mayor

susceptibilidad a la apoptosis que los portadores del alelo Pro al ser sometidos a un estrés oxidativo.

1.4.3.2 Polimorfismo Arg72Pro del gen P53y apoptosis miocardica: estudios

experimentales con cardiomiocitos

Un estudio experimental con cardiomiocitos de rata realizado en el Instituto de Biologia Funcional
y Genomica (IBFG) de la Universidad de Salamanca, analizé la interaccién del gen P53y el polimorfismo
Arg72Pro en la apoptosis miocardica, demostrando que la ablacién genética de P53 previene la apoptosis

de los cardiomiocitos y el dafio mitocondrial (Figura 18, A-B).
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Ademas, se encontré una diferente susceptibilidad apoptética entre las variantes polimérficas de
este polimorfismo (P53-Arg y P53-Pro). Concretamente, los miocitos con la variante P53-Arg presentaron
una mayor susceptibilidad a la muerte por apoptosis inducida por la isquemia y al dafio mitocondrial

(Figura 18,C-D) 2%,
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Figura 18. A-B: La ablacién genética de P53 previno la apoptosis de los cardiomiocitos y el dafio mitocondrial. C-D: la
variante Arg72 de P53 aumento la susceptibilidad de los cardiomiocitos a la muerte por apoptosis inducida por la isquemia y al
dafio mitocondrial. La apoptosis y el potencial de membrana mitocondrial fueron medidos por citometria de flujo. Los datos
representan la media = DEM de cuatro diferentes cultivos celulares. Wt: “wild type” (P53 +/+). * p < 0,05 comparado
con normoxia
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1.5 GEN APOPTOTICO MDM2

1.5.1 Introduccidn

El gen MDM2 (Murine doble minute 2), se localiza en el brazo largo del cromosoma 12 y codifica
la proteina MDM2, que es un importante regulador negativo del supresor tumoral P53 26, La proteina
MDM2 presenta un peso molecular de 90 kDa y estd constituida por 491 aminoacidos. En su extremo
aminoterminal (NH+) se encuentra el dominio tumorogénico, que incluye sitios de unién de MDM2 a los

reguladores y promotores del ciclo celular, P53y E2F1 27 (Figura 19).

053 ACIDIC  Zn RING
BINDING REGION FINGER FINGER

101 237 288289 33 436

Figura 19. Gen MDM2: principales regiones de unién a proteinas

1.5.2 Implicacion del gen MDM2 en la apoptosis celular: interaccion MIDM2-P53

La proteina MDM2 es un importante regulador negativo del supresor tumoral P53. Se ha
demostrado que MDM2 reprime la actividad transcripcional de P53 a través de la union y bloqueo del

dominio de trans-activacion N-terminal 218,

Ademas, la proteina MDM2 funciona como una ubiquitina ligasa E3, reconociendo tanto a si
misma como a P53 para ser degradadas por el proteosoma. Determinados residuos de lisina en el dominio

C-terminal de P53 han sido identificados como lugares de ubiquitinacidn y se ha observado que los niveles
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de P53 son disminuidos por MDM2 de un modo dependiente de proteosoma 219, MDM2, también tiene la
propiedad de auto-poliubiquitinarse y la capacidad de poliubiquitinar a P53. De este modo, MDM2 y P53
son los responsables de un bucle de control por “feedback negativo” que mantiene bajos los niveles de

P53 en ausencia de sefiales estabilizadoras 22 (Figura 20).

 — MDM2
(psa) V-
i MDM2 ||
Genes diana
Mdm2 p21 Noxa
Cop1 Piprv Bax
Pirh2 Puma

AL

Deteccion Apoptosis

ciclo celular

Figura 20. Interaccion MDM2-P53

Por otro parte, el gen MDM2 es un gen de respuesta a P53, es decir, su transcripcion puede ser
activada por P53. Si existe un dafio en el ADN celular (radiacion, hipoxia, isquemia) se produce un
aumento de la sintesis de P53 que, a su vez, inicia la transcripcion de MDM2. Cuando se llega a niveles
muy altos de P53, ya se ha producido suficiente MDM2 como para detener el proceso. Sin embargo, si
MDM?2 fuera producida anémalamente en grandes cantidades (por amplificacién génica), la proteina P53
estaria constantemente inactivada, con lo que el ciclo celular perderia uno de sus principales

reguladores 2!,
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1.5.3 Polimorfismo T309G del gen MDV2

Recientemente ha sido identificado el SNP 309 en la regién promotora del gen MDM2 (SNP309

T>G, rs2279744) 222, Este polimorfismo se localiza en una regién especifica del ADN, que es el sitio de

union del factor de transcripcion Sp1 222 (Figura 21).

Se ha postulado que en funcién de la composicion amioacidica de esta region del ADN puede

variar la afinidad de unién de Sp1y, por tanto, su capacidad de activar la transcripcién y expresion de

MDM2. Asi, varios trabajos han puesto de manifiesto que la presencia de un alelo G en dicho polimorfismo

aumenta la afinidad de Sp1 al ADN, lo que se traduce en una mayor transcripcion de MDM2, y

consecuentemente mayor inhibicion de P53 222228 Trabajos en el ambito de la oncologia, han apuntado

que los pacientes con alelo G tienen mayor riesgo de desarrollar neoplasias y mayor crecimiento tumoral

que los portadores del alelo T 229231,

Exon 1

SNP309

E}S/épll_/ps}g Exon 2

261 524

WT

CGGGGGCCGGGGGCTGCGGGGCCGCTTCGGCGCGGGAGGTCCGGATGATCGCAGG

—_————— Spl Spl
Spl Sl P P

SNP309

CGGGGGCCGGGGGCTGCGGGGCCGCTGCGGCGCGGGAGGTCCGGATGATCGCAGG

——  —  Spl
Spl 5o Spl

Figura 21. Polimorfismo SNP309 T>G (rs2279744) del gen MDM2. Se representa esquematicamente la localizacion

del polimorfismo y en negrita la zona donde tiene lugar el cambio del aminoécido.
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Hipotesis y Objetivos

2.1 Hipétesis

Nuevas técnicas de deteccion de muerte celular han puesto de manifiesto la presencia de
importantes fenémenos apoptéticos en el area del IAM, y se ha sugerido que la extensién del IM y la
funcién ventricular post-infarto podrian estar en relacién con dichos procesos. Ademas, a raiz de los
resultados de diversos estudios experimentales realizados en animales 232234 se ha insinuado que la

apoptosis podria tener un importante papel en la fisiopatologia del RV post-infarto y el desarrollo de IC.

El gen P53 tiene un papel clave en la activacién de la apoptosis y un potente inductor de su
transcripcién es la hipoxia tisular isquémica. Ademas, el grado de induccion apoptotica de P53 es

diferente segun los genotipos presentes en el coddn 72 del gen P53 (Arg72Pro).

La proteina MDM2 (Murine Doble Minute 2) es un potente regulador negativo del gen P53.
Recientemente ha sido identificado el polimorfismo T309G en la region promotora del gen MDM2 y se ha
propuesto que el nivel de expresion de MDM2 varia en funcién de la composicidén amioacidica de esta
region. De esta forma, podriamos deducir que, si P53 tuviera una importante implicacion en la apoptosis

miocardica, el gen MDM2, por su estrecha relacion, también la tendria.

Por tanto las hipdtesis del presente trabajo son:

1. La apoptosis interviene en la fisiopatologia del IAM y condiciona la extension del IM, la

funcion ventricular izquierda post-infarto y el desarrollo de IC.

2. Una diferente capacidad apoptdtica condicionada por el polimorfismo Arg72Pro del gen
P53, tiene impacto en la extension del IM, la funcion ventricular izquierda post-infarto y el

desarrollo de IC.
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3. Variaciones en la capacidad de inhibicién de P53, condicionadas por el polimorfismo
T309G del gen MDM2, tienen impacto en la extensién del IM, la funcién ventricular

izquierda post-infarto y el desarrollo de IC.

2.2 OBJETIVOS

2.2.1 Obijetivo general

1. Estudiar el papel de los genes implicados en la apoptosis en el IAM y sus

complicaciones

2.2.2 Obijetivos especificos

1. Analizar la asociacién entre los polimorfismos Arg72Pro del gen P53 y T309G del gen

MDM?2 y la extension del IM.

2. Analizar la asociacion entre los polimorfismos Arg72Pro del gen P53y el T309G del gen

MDM?2 'y la funcién ventricular izquierda post-infarto.

3. Analizar la asociacion entre los polimorfismos Arg72Pro del gen P53y el T309G del gen

MDM?2 y el desarrollo de IC post-infarto.
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Material y Métodos

3.1 Diseno y poblacion del estudio

Estudio unicéntrico y prospectivo en el que se analizaron los polimorfismos Arg72Pro del gen
P53 y T309G del gen MDM2 en todos los pacientes admitidos, de forma consecutiva, en la Unidad
Coronaria del Hospital Clinico Universitario de Salamanca, entre Marzo de 2004 y Enero de 2006, con el

diagnostico definitivo de IAMCEST.

El diagndstico de IAMCEST se defini6 por la presencia de los siguientes criterios %:

a. Dolor toracico de caracteristicas isquémicas o equivalente anginoso de més de 20

minutos de duracién.

b. ECG con ascenso persistente del segmento ST = 1mm en derivaciones de
miembros y/o = 2 mm en derivaciones precordiales, en al menos 2 derivaciones
contiguas o presencia de bloqueo de rama izquierda del haz de his (BRIHH) de

nueva aparicion.

c. Elevaciony posterior descenso de los marcadores de necrosis miocardica.

Se realiz6 ICP primara o se administré tratamiento trombolitico siguiendo las recomendaciones
dictadas en las guias europeas y americanas del IAMCEST vigentes en el momento de la realizacién del
estudio 23523 Sj se utilizo tratamiento trombolitico, en ausencia de criterios clinicos (persistencia del dolor
a los 90 minutos de su administracion) o electrocardiograficos de reperfusion (descenso del ST < 50% a
los 90 minutos) se realiz6 angioplastia de rescate. El tratamiento farmacologico administrado durante el
ingreso y al alta hospitalaria también se ajusté a las recomendaciones descritas en las guias de practica

clinica 23,
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3.2 Variables analizadas

En todos los pacientes se recogieron y analizaron las siguientes variables:

1. Datos demograficos y clinicos: Edad, sexo, talla, peso, IMC, factores clasicos de

riesgo cardiovascular (HTA, DM, dislipemia), habitos toxicos (tabaquismo), presencia de
IRC, historia familiar de IM a edades precoces (< 60 afios), FC y PA en el momento del

ingreso y angina previa (en los 7 dias previos al ingreso 237 238),

2. Datos analiticos: Se determinaron al ingreso los niveles plasmaticos de glucosa,

hemoglobina, creatinina, PCR, LDL, y HDL. Los marcadores de dafio miocardico (CK,
CK-MB y troponina |) se determinaron al ingreso y posteriormente cada 6 horas hasta
alcanzar el pico maximo. El tamafio del IAM fue estimado con los valores pico de CK,

CK-MB y troponina 6869,

3. Datos electrocardiograficos: Ritmo basal y descenso del ST = 50% a los 90 minutos

de iniciar el tratamiento fibrinolitico 23 .

4. Datos ecocardiograficos: Se realizd un ecocardiograma transtoracico previo al alta

hospitalaria y se cuantificé la FEVI por el método Simpson biplano 20. Los estudios
fueron realizados con un ecégrafo modelo Philips HD 11 y guardados en formato digital
(DICOM) para su posterior lectura e interpretacion, que fue llevada a cabo por

cardiologos especializados en esta técnica.

5. Datos del IAM y del procedimiento de reperfusion coronaria: Tiempo total de

isquemia (tiempo desde el inicio de los sintomas a la apertura de la arteria responsable
del infarto), localizacion del IAM y TIMI inicial y final en la arteria responsable del infarto

en los pacientes sometidos a AP primaria 241,
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6. Tratamiento farmacolégico al alta hospitalaria: Se registr6 el porcentaje de

pacientes en tratamiento con antiagregantes, betabloqueantes, estatinas e IECAs o

ARA-IL.

7. Seguimiento clinico durante la_hospitalizacién: Se registr6 la presencia de IC al

ingreso o durante la hospitalizacion. La IC se definié siguiendo los criterios clasicos de

Framingham 242,

8. Sequimiento clinico tras el alta hospitalaria: Se registraron todas las

hospitalizaciones por IC (no asociadas a un nuevo evento coronario agudo) desde el

alta hospitalaria.

3.3 Extraccion del DNA

Se obtuvieron 10 mL de sangre periférica de cada paciente por venopuncion. Las células
nucleadas de la sangre se aislaron mediante centrifugacién repetida y lisis eritrocitaria con solucién
hipoténica. Posteriormente, se lavaron las células mononucleadas en tampén Fornace (0.25M Sacarosa;
50mM Tris-HCI pH: 7.5; 25mM KCI; 5mM MgCI2) y se precipitaron mediante centrifugacion a 1500 g
durante 20 min. El botén de células nucleadas de la sangre se resuspendié en tampon Fornace a una
concentracion estimada de 5x108 células/mL, tras lo cuadl se afadi6 EDTA (acido etilendiamino-
tetraacético, concentraciéon final 10 mM), SDS (Dodecil sulfato sédico, concentracion final 1%) y
Proteinasa K (Boehringer Mannheim, concentracién final 50 ug/mL). La mezcla se incub6 a 55 °C durante

8-16 horas. Tras la incubacion, se procedio a purificar el ADN con fenol y cloroformo.
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3.4 Genotipado del polimorfismo Arg72Pro del gen P53

El genotipado del polimorfismo se realizd mediante PCR (Polymerase Chain Reaction) 22 y la

discriminacion alélica se llevé a cabo mediante RFLP (restriction fragment length polymorphisms).

Las muestras de DNA fueron amplificadas mediante PCR en un termociclador automatico. Las
PCRs se realizaron en un volumen final de 25 pL que contenian 250 ng de DNA gendmico, 1,5 mM de
MgCl2, 100 mM de desoxinucledtidos trifosfato (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 15 pmol de cada
oligonucledtido  cebador  (forward ~ 5-TCTACAGTCCCCCTTGCCGT-3° 'y  reverse  5'-
CTGACCGTGCAAGTCACAGA - 3') 23y 0,5 U de la Taq polymerase (Promega®, Promega Biotech
Ibérica, Alcobendas, Madrid, Espafia). Las condiciones experimentales de las PCRs fueron: 1 ciclo (94°C,
5 min) para la desnaturalizacién, seguido de 35 ciclos (94°C, 30 seg; 58°C, 30 seg; 72°C, 30 seg) y 1 ciclo

(72°C, 7 min) para la elongacion final.

Los fragmentos amplificados fueron digeridos con la enzima de restriccién BstUI (Bsh1236l,
Fermentas) y posteriormente se separaron por electroforesis en geles de agarosa al 3 % (Gibco BRL Life
Technologies, California, USA). La electroforésis se llevo a cabo en tampdn TBE 1X (Tris-HCI 0,044 M,
H3BO3 0,044 M, EDTA 1,0 mM, pH 8,3) a 120 voltios, durante 30-35 minutos. Para monitorizar la
migracion del DNA en el gel se incluyeron dos colorantes en el tampén de carga: xileno-cianol y azul de

bromofenol.

Una vez finalizada la electroforesis, los fragmentos amplificados se visualizaron en el gel de
agarosa utilizando bromuro de etidio (0.1ug/ml) y luz UV (254 nm). La discriminacion alélica se llevé a
cabo mediante RFLP, que consiste en el analisis del tamafio de los fragmentos generados tras la
digestion del DNA con endonucleasas de restriccion. Asi, se identificaron tres genotipos diferentes

(Figura 22):
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e Homocigotos prolina (Pro/Pro): fragmentos de 291 pb.
e Homocigotos arginina (Arg/Arg): fragmentos de 165y 126 pb.

e Heterocigotos (Arg/Pro): fragmentos de 291, 165y 126 pb.

Los resultados obtenidos fueron analizados mediante un sistema de fotografia digital (Kodak

Digital Science).

Figura 22. Electroforesis en gel de agarosa al 3% de los fragmentos amplificados por PCR del codén 72 de P53 y
digeridos con BstUI. Los carriles 1, 3, 5, 7 y 9 corresponden a pacientes homocigotos Arg/Arg; el carril 8 a un paciente homocigoto
Pro/Pro; y el carril 2, 4 y 6 a pacientes heterocigotos (Arg/Pro). La letra M indica el marcador de tamafio molecular.

3.5 Genotipado del polimorfismo T309G del gen MDM?2

Las muestras de ADN fueron amplificadas mediante PCR con los oligonucleétidos forward 5'-
GAGGTCTCCGCGGGAGTTC-3' y reverse 5- CTGCCCACTGAACCGGC-3'. Las PCRs se realizaron en
un volumen final de 50 uL que contenian 100-200 ng de DNA gendmico, 2,5 mM de MgCI2, 50 mM de
desoxinucledtidos trifosfato (dJATP, dGTP, dCTP, dTTP), 20 pmol de cada oligonucledtido cebador y 1.25

U de la Taq polymerase (5 Prime GmbH, Hamburg, Germany). Las condiciones experimentales de las

PCRs fueron: 1 ciclo (95°C, 5 min) para la desnaturalizacion, seguido de 35 ciclos (95°C, 30 seg; 61°C,
30 seg; 72°C, 30 seq) y 1 ciclo (72°C, 10 min) para la elongacion final.
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Los fragmentos amplificados fueron digeridos con la enzima de restriccion MspA1l (New England
Biolabs, Inc.) y posteriormente se separaron por electroforesis en geles de agarosa al 3%. Una vez
finalizada la electroforesis, los fragmentos amplificados se visualizaron utilizando bromuro de etidio
(0.1ug/ml) y luz UV (254 nm). La discriminacion alélica se llevd a cabo mediante RFLP (restriccion

fragment length polymorphisms) y se generaron tres genotipos diferentes (Figura 23):

e Homocigotos timina (T/T): fragmentos de 155 pb.
e Homocigotos guanina (G/G): fragmentos de 101 y 54 pb.

e Heterocigotos (G/T): fragmentos de 157, 101y 54 pb.

Los resultados obtenidos fueron analizados mediante un sistema de fotografia digital (Kodak

Digital Science).

Figura 23. Electroforesis en gel de agarosa al 3% de los fragmentos amplificados por PCR del SNP-309 del gen MDM2
y digeridos con MspA1l. Los carriles 4 y 6 corresponden a pacientes homocigotos G/G; el carril 1y 5 a pacientes homocigotos
T/T; y el carril 2, 3 y 7 a pacientes heterocigotos (T/G). La letra M indica el marcador de tamafio molecular.
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3.6 Analisis estadistico

Para el calculo del tamafio muestral empleamos una combinacién de datos propios tomados de
estudios pilotos realizados en nuestro centro y datos publicados en la literatura, asumiendo un riesgo

a =0,05 y una potencia estadistica del 80%.

Los resultados para variables continuas fueron expresados como media + desviacion estandar o
como mediana seguida del percentil 25 y 75. El anélisis entre dos grupos se realizd con la t-student y
para mas de dos grupos se utilizé el test de ANOVA. Las variables cualitativas se expresaron como
porcentaje (%) y se analizaron con el test de Chi cuadrado de Pearson, expresando la magnitud de la
asociacién mediante la odds ratio (OR) y la precision mediante el intervalo de confianza de la OR. El
analisis multivariable se realizo por el método de regresion logistica y se incluyeron en el modelo aquellas
variables con una p < 0,1 en el analisis bivariado. Para este andlisis, los niveles de CK fueron divididos en
terciles y se tomé como referencia para el calculo de la OR el tercil superior 244 245 que se considero

como |AM extenso.

En cuanto a la FEVI, se fij6 como valor de corte el 40 % 105108 y se establecieron dos grupos:
FEVI preservada (>40%) y FEVI deprimida (<40%). Finalmente, se estimaron las curvas de supervivencia
con el método de Kaplan-Meier, y se aplico el test de rangos logaritmicos para estudiar las diferencias
entre los grupos. En todos los casos se consider6 que existian diferencias estadisticamente significativas
cuando se obtuvieron valores de p < 0.05. El analisis se realizé utilizando el programa SPSS Statistic 21.0

for Mac.

3.7 Aspectos éticos

El estudio fue aprobado por el comité ético del Hospital Universitario de Salamanca y todos los

pacientes firmaron el consentimiento informado antes de su inclusion en el estudio.
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RESVLTADOS







Resultados

4.1 Caracteristicas basales de la poblacion

Entre Marzo de 2004 y Enero de 2006, 260 pacientes ingresaron en nuestro centro con el

diagnéstico definitivo de IAMCEST y fueron incluidos en el estudio.

La edad media de presentacion del IAMCEST fue de 69 + 12 afios, el 76 % de los pacientes
eran varones y el 24 % mujeres. En cuanto a la distribucion de los factores cléasicos de riesgo
cardiovascular, el 53 % tenian HTA, el 24 % DM tipo 2, el 34 % dislipemia y el 38 % consumian tabaco.
Ademés, el 11 % de los pacientes tenian antecedentes familiares de IAM a edades precoces (< 60 afios),
el 5% historia de IRC y el 9% de enfermedad vascular periférica (EVP). Un 7 % de ellos tenian
antecedentes de IM o revascularizacién coronaria y un 5 % de ACV. La prevalencia de IM evolucionado
fue del 40 % (104 pacientes). En cuanto a la localizacion del IAM, la mas frecuente fue la inferior (49 %),

seguida de la anterior (40 %) y la lateral (11 %).

4.2 Analisis del polimorfismo Arg72Pro del gen P53

La distribucién de las frecuencias genotipicas del polimorfismo Arg72Pro del gen P53 en los

individuos incluidos en el estudio fue: 60 % Arg/Arg, 34 % Arg/Proy 6 % Pro/Pro (Tabla 4).

Tabla 4: Frecuencias genotipicas

GENOTIPOS N (%)
Arg/Arg 155 (60)
Arg/Pro 89 (34)
Pro/Pro 16 (6)

Arg (Arginina), Pro (Prolina).
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En la tabla 5, se muestran las caracteristicas demograficas y los datos clinicos de los pacientes

incluidos en el estudio y su distribucidn segun el polimorfismo Arg72Pro del gen P53.

Tabla 5. Caracteristicas clinicas y demograficas de la poblacion del estudio

Polimorfismo Arg72Pro del gen P53

Total Arg/Arg Arg/Pro Pro/Pro p
Edad, m + DE 69 +12 69 12 7113 70+£13 0,71
Género (masculino), n (%) 197 (76) 118 (60) 67 (75) 12 (75) 0,90
IMC, m + DE 27 +4 27+5 26+4 25+2 0,26
AF de IAM precoz, n (%) 30 (11) 22 (14) 8(9) 0(0) 0,15
IM o revascularizacion previa, n (%) 18 (7) 12 (8) 5 (6) 1(6) 0,81
Angina previa, n (%) 85 (35) 49 (33) 32 (40) 4 (25) 0,38
IM evolucionado, n (%) 104 (40) 59 (38) 38 (43) 7 (44) 0,74
HTA, n (%) 138 (53) 79 (51) 49 (55) 10 (62) 0,61
PAS (mmHg), m * DE 132+29 133 £ 31 132427 120+ 18 0,20
PAD (mmHg), m + DE 78+18 78+19 7817 69 +13 0,17
FC (I/min), m = DE 77+ 21 78 £ 21 75+22 75+ 15 0,45
DM tipo 2, n (%) 63 (24) 38 (24) 22 (25) 3(19) 0,61
Dislipemia, n (%) 87 (34) 50 (32) 31(35) 6 (37) 0,86
Tabaquismo, n (%) 98 (38) 57 (37) 34(38) 7 (43) 0,85
Antecedentes de ACV, n (%) 12 (5) 9(6) 2(2) 1(6) 0,42
IRC, n (%) 14 (5) 7(5) 6(7) 1(6) 0,75
EVP, n (%) 23(9) 13(8) 8(9) 2(9) 0,70
Antiagregante previo, n (%) 85 (35) 49 (33) 32 (40) 4 (35) 0,38
FA al ingreso, n (%) 22(8) 16 (10) 5(6) 1(6) 0,17

IMC: Indice de masa corporal; PAS: Presion arterial sistolica; PAD: Presion arterial diastolica; ACV: Accidente
cerebrovascular; IAM: Infarto agudo de miocardio; IRC: Insuficiencia renal cronica; EVP: Enfermedad vascular periférica;
FA: Fibrilacion auricular.

Los datos analiticos, del IAM, ecocardiograficos y del procedimiento de revascularizacion

coronaria se muestran en la tabla 6.
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Tabla 6: Datos analiticos, del IAM, ecocardiograficos y del procedimiento de

revascularizacion coronaria

Resultados

Polimorfismo Arg72Pro del gen P53

Total Arg/Arg Arg/Pro Pro/Pro p

Niveles pico de CK (U/l) 1399 [689-2654] 1654 [830-2886]  1155[605-2550] 479 [250 -800] 0,005

Niveles pico de CK-MB (ng/ml) 97 [41-186] 112 [51-211] 77 [27-178] 20 [12-91] 0,005

Nivéles pico Tropon. | (ng/ml) 40 [17-94] 45[21-100] 37 [16-84] 115 -35] 0,003

Glucosa (mg/dl), m * DE 168 + 62 165 + 67 173 £ 81 169 + 69 0,71

Hb (g/dl), m + DE 14+15 14+16 14+14 14+15 0,43

Creatinina (mg/dl), m + DE 11+0,6 11+0,6 1105 11+0,6 0,95

LDL (mg/dl), m £ DE 12137 12137 120 £ 32 117 £37 0,90

HDL (mg/dl), m + DE 44 + 16 49+ 16 45+ 14 46 + 16 0,21

PCR (mg/dl), m * DE 1,713 19+3 152 1,312 0,55

Localizacion del IAM 0,97

- |AM anterior, n (%) 104 (40) 62 (40) 36 (40) 6 (37)
- |AM inferior, n (%) 128 (49) 76 (49) 43 (48) 9 (56)
- |AM lateral, n (%) 28 (11) 17 (11) 10 (11) 1(6)

Reperfusion coronaria, n (%) 156 (60) 96 (62) 51(57) 9 (56) 0,73
- Tratamiento fibrinolitico, n (%) 69 (44) 44 (46) 21 (41) 4 (44) 0,36
- Angioplastia primaria, n (%) 87 (56) 52 (54) 30 (59) 5 (56) 0,86

TIMI flow 0 inicial, n (%) 73 (84) 45 (86) 24 (83) 4(75) 0,39

Colaterales grado 0 2,n (%) 78 (90) 47 (90) 26 (88) 5(100) 0,36

TIMI flow 3 final, n (%) 84 (97) 49 (95) 30 (100) 5(100) 0,46

Tiempo total de isquemia, (min) 240 [175 - 300] 2201152 - 300] 240[195-377]  170[130-270] 0,44

FEVI post-infarto, (%) 55 [45 - 60] 55 [44 - 60] 57 [47 - 60] 60 [55 - 65] 0,01

a Clasificacion de Rentrop et al 246, IAM: Infarto Agudo de Miocardio. TIMI: Thrombolysis in Myocardial Infarction 24,
FEVI: Fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo.

En la tabla 7 se resume el tratamiento farmacoldgico recibido al alta hospitalaria.
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Tabla 7. Tratamiento farmacoldgico al alta hospitalaria

Polimorfismo Arg72Pro del gen P53

Total Arg/Arg Arg/Pro Pro/Pro p
Antiagregacion, n (%) 225 (96) 142 (96) 78 (97) 15 (96) 0,85
Beta-bloqueantes, n (%) 162 (69) 95 (69) 57 (71) 10 (68) 0,48
IECA o ARA-II, n (%) 169 (72) 99 (72) 59 (74) 11(72) 0,33
Estatina, n (%) 183 (78) 109 (79) 62 (77) 12 (75) 0,52

IECA: Inhibidor de la enzima conversora de la angiotensina; ARA Il: Antagonistas del receptor de la angiotensina .

Entre todas estas variables, encontramos diferencias estadisticamente significativas, entre los 3

grupos, en el tamafio del IAM y la FEVI post-infarto.

4.21 Polimorfismo Arg72Pro del gen P53y tamaio del infarto de miocardio

Se observé una asociacion estadisticamente significativa entre los genotipos del polimorfismo
Arg72Pro del gen P53 y el tamafio del IM. Los niveles pico de CK (Arg/Arg 1654 [830 - 2886] vs. Arg/Pro
1155 [605 - 2550] vs. Pro/Pro 479 [250 - 800] U/L; p < 0,01), CK-MB (Arg/Arg 112 [51 - 211] vs. Arg/Pro 77
[27 - 178] vs. Pro/Pro 20 [12 - 91] ng/ml; p < 0,01) y Troponina | (Arg/Arg 45 [21 - 100] vs. Arg/Pro 37 [16 -
84] vs Pro/Pro 11 [5 - 35] ng/ml; p < 0,01) fueron significativamente mayores en los pacientes con el

genotipo Arg/Arg (Figuras 24, 25y 26).
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Resultados
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Figura 24. Niveles pico de CK (U/L) segun los genotipos del polimorfismo Arg72Pro de P53.
Arg: Arginina; Pro: Prolina. Alelo Pro (Arg/Pro + Pro/Pro)
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Figura 25. Niveles pico de CK-MB (ng/ml) segun los genotipos del polimorfismo Arg72Pro de P53.
Arg: Arginina; Pro: Prolina. Alelo Pro (Arg/Pro + Pro/Pro).
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Figura 26. Niveles pico de Troponina | (ng/ml) segtn los genotipos del polimorfismo Arg72Pro de P53. Arg: Arginina;
Pro: Prolina. Alelo Pro (Arg/Pro + Pro/Pro).

Se realiz6 un analisis univariante y posteriormente una regresién logistica multivariante para
determinar posibles predictores independientes del tamafio del IM. Tras incluir como covariables la edad,
el género, la presencia de DM tipo 2, el genotipo Arg/Arg, la localizacién anterior del IAM y la FEVI
post-infarto, las variables que resultaron ser predictoras independientes del tamafio del IM fueron el

genotipo Arg/Arg, la localizacion anterior del infarto y la FEVI deprimida (Tablas 8 y 9).
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Tabla 8. Caracteristicas clinicas, del IAM, ecocardiograficas y genotipicas

de la poblacion del estudio segtin el tamafo del IM

Resultados

IAM no extenso IAM extenso p

Edad, m + DE 69 %12 7013 0,42
Género (masculino), n (%) 146 (76) 51(74) 0,67
HTA, n (%) 101 (53) 37 (54) 0,51

DM tipo 2, n (%) 51 (27) 12 (17) 0,08
Dislipemia, n (%) 69 (36) 18 (26) 0,13
Tabaquismo, n (%) 72 (38) 26 (37) 0,91

IRC, n (%) 11(6) 3(4) 0,65
Angina previa, n (%) 66 (34) 19 (27) 0,21

IM o revascularizacion previa, n (%) 15 (8) 3(4) 0,32
IAM anterior, n (%) 34 (49) 70 (36) 0,02
FC al ingreso (Ipm), m * DE 76 £ 21 78+ 21 0,41

Afectacion de 3 vasos, n (%) 14 (31) 8 (27) 0,44
Angioplastia primaria, n (%) 54 (54) 33(58) 0,68
Fibrinolisis, n (%) 45 (45) 24 (42) 0,68
FEVI deprimida, n (%) 28 (15) 28 (41) <0,01
Genotipo Arg/Arg, n (%) 104 (54) 51 (74) <0,01

DM: Diabetes Mellitus; IRC: Insuficiencia renal cronica; FC: Frecuencia cardiaca; IAM: Infarto agudo de
miocardio; FEVI: Fraccion de ejeccion del ventriculo izquierdo.

Tabla 9. Analisis multivariante de los factores predictivos del

tamano del IM

OR IC 95 % p
Edad 0,84 04-18 0,66
Género (masculino) 0,87 04-17 0,70
DM tipo 2 0,48 0,2-1,03 0,06
Genotipo Arg/Arg 21 1,3-39 0,02
IAM anterior 1,5 11-27 0,04
FEVI deprimida 34 1,7-6,7 <0,01
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4.2.2 Polimorfismo Arg72Pro del gen P53y funcion ventricular izquierda post-

infarto

La FEVI post-infarto (Arg/Arg 55 [44 - 60] vs. Arg/Pro 57 [47 - 60] vs Pro/Pro 60 [55 - 65] %;

p < 0.01) fue significativamente mas baja en los pacientes con el genotipo Arg/Arg (Figura 27).

Se realizd un analisis univariante y posteriormente una regresién logistica multivariante para
determinar posibles predictores independientes de la FEVI post-infarto. Tras incluir como covariables la
edad, el género, el genotipo Arg/Arg, el tamafio del IAM y la localizacién anterior del IAM, las variables que
resultaron ser predictoras independientes de la FEVI post-infarto fueron el genotipo Arg/Arg, la localizacion

anterior del IAM y el tamafio del IM (Tablas 10 y 11).
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Figura 27. FEVI post-infarto (%) segun los genotipos del polimorfismo Arg72Pro de P53.
Arg: Arginina; Pro: Prolina. Alelo Pro (Arg/Pro + Pro/Pro).
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Resultados

Tabla 10. Caracteristicas clinicas, del IAM, ecocardiograficas y genotipicas de

la poblacién del estudio segtn la FEVI post-infarto

FEVI deprimida  FEVI preservada p

Edad, m * DE 71413 69+ 13 0,33
Género (masculino), n (%) 40 (71) 157 (77) 0,21
HTA, n (%) 33(59) 105 (51) 0,32
DM tipo 2, n (%) 17 (30) 46 (22) 0,22
Dislipemia, n (%) 17 (28) 70 (34) 0,31
IRC, n (%) 4(7) 10 (5) 0,51
Angina previa, n (%) 18 (34) 67 (35) 0,91
IM o revascularizacion previa, n (%) 3(5) 15(7) 0,60
IAM anterior, n (%) 30 (54) 74 (36) 0,01
FC al ingreso (Ipm), m + DE 83+23 76+ 20 0,18
Afectacion de 3 vasos, n (%) 5 (36) 17 (28) 0,39
Angioplastia primaria, n (%) 14 (54) 73 (56) 0,82
Fibrinolisis, n (%) 12 (46) 57 (44) 0,82
IAM extenso, n (%) 28 (50) 41 (20) <0,01
Genotipo Arg/Arg, n (%) 46 (82) 109 (53) <0,01

HTA: Hipertension arterial; DM: Diabetes Mellitus; IRC: Insuficiencia renal crénica; FC: Frecuencia cardiaca;
IAM: Infarto agudo de miocardio. FEVI: Fraccion de ejeccion del ventriculo izquierdo.

Tabla 11. Analisis multivariante de los factores predictivos de la FEVI

post-infarto

OR IC95 % p
Edad 1,5 06-33 0,33
Género (masculino) 0,6 0,29-1,2 0,20
Genotipo Arg/Arg 38 1,7-8,3 <0,01
IAM anterior 1,9 1,01-3,7 0,04
IAM extenso 35 1,7-7 <0,01
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4.2.3 Analisis del tamaiio del infarto y la funcidn ventricular izquierda post-infarto

en el subgrupo de pacientes con reperfusion coronaria precoz

En la Figura 28, se muestran los resultados del analisis del tamafio del IM y la FEVI post-infarto

en los pacientes con IAMCEST sometidos a reperfusion coronaria (fibrinolisis o AP).
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Figura 28. Subgrupo de pacientes con IAMCEST sometidos a reperfusion coronaria (fibrinolisis o AP) segun los
genotipos del polimorfismo Arg72Pro del gen P53. Arg: Arginina; Pro: Prolina
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Resultados

4.2.4 Polimorfismo Arq72Pro del gen P53 y desarrollo de insuficiencia cardiaca

post-infarto

Analizamos la relacién entre los distintos genotipos del polimorfismo Arg72Pro del gen P53 y la

aparicion de IC intrahospitalaria (IC-IH) y a medio-largo plazo (IC tardia).

La prevalencia de IC-IH fue del 27 % (71 pacientes). De ellos, el 66 % presentaba IC en el

momento del ingreso y el resto (34 %) la desarroll6 durante la fase hospitalaria.

En la tabla 12 se representa la frecuencia de IC-IH segun los distintos genotipos del polimorfismo

Arg72Pro del gen P53. Se observd asociacion estadisticamente significativa entre dichos genotipos y el

desarrollo de IC-IH (p 0,02).

Tabla 12. Frecuencia de IC intrahospitalaria

GENOTIPOS IC-IH
Arg/Arg 49 (31)
Arg/Pro 22 (24)
Pro/Pro 0(0)

Los resultados se expresan como n (%).

Se realizé un andlisis univariante y posteriormente una regresion logistica multivariante para
determinar posibles predictores independientes del desarrollo de IC-IH. Tras incluir como covariables la
edad, el género, la HTA, el genotipo Arg/Arg, el tamafio del IAM, la localizacién anterior del IAM y la FEVI
post-infarto, las variables que resultaron ser predictoras independientes de la IC-IH fueron la HTA y la

FEVI post-infarto (Tablas 13 y 14).
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Tabla 13. Caracteristicas clinicas, del IAM, ecocardiograficas y genotipicas

de la poblacion del estudio segtn la presencia o no de IC-IH

IC-IH No IC-IH p
Edad, m = DE 7210 69+ 13 0,30
Género (masculino), n (%) 53 (75) 144 (76) 0,79
HTA, n (%) 46 (65) 92 (49) 0,02
DM tipo 2, n (%) 21(30) 42 (22) 0,21
Dislipemia, n (%) 20 (27) 67 (36) 0,12
IRC, n (%) 6 (8) 8 (4) 0,17
Angina previa, n (%) 25 (36) 66 (35) 0,46
IM o revascularizacion previa, n (%) 2(3) 16 (8) 0,11
IAM anterior, n (%) 35(51) 68 (36) 0,03
FC al ingreso (Ipm), m + DE 87+ 26 77+23 0,12
Afectacion de 3 vasos, n (%) 9(33) 13 (27) 0,37
Angioplastia primaria, n (%) 29 (66) 58 (52) 0,11
Fibrinolisis, n (%) 15 (34) 54 (48) 0,11
CK pico, (UL) 1890 [906 - 3199] 1152 [616 - 2394] <0,01
CK-MB pico, (ng/ml) 141 [58 - 268] 89[33-153] <0,01
Troponina | pico ,(ng/ml) 82 [26 - 105] 33[15-78] <0,01
IAM extenso, n (%) 28 (39) 41(22) <0,01
FEVI post-infarto, (%) 44 [38 - 57] 58 [50 - 60] <0,01
FEVI deprimida, n (%) 30 (54) 26 (46) <0,01
Genotipo Arg/Arg, n (%) 49 (69) 106 (56) 0,04

HTA: Hipertension arterial; DM: Diabetes Mellitus; IRC: Insuficiencia renal cronica; FC: Frecuencia cardiaca;
IAM: Infarto agudo de miocardio. FEVI: Fraccién de ejeccion del ventriculo izquierdo.
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Tabla 14. Analisis multivariante de los factores predictivos del

desarrollo de IC-IH

OR IC 95 % p

Edad 0,46 0,64 - 2,61 0,50

Género (masculino) 1,33 0,65-2,72 0,43

HTA 2,07 1,1-3,58 0,02

IAM anterior 1,59 0,87 -2,91 0,13

IAM extenso 1,69 0,87 - 3,28 0,12

Genotipo Arg/Arg 1,35 0,71-2,59 0,26
FEVI deprimida 345 1,74-6,85 <0,001

Resultados

También, se llevé a cabo seguimiento de todos los pacientes que fueron dados de alta (n: 234).

Durante el mismo (mediana 16 meses), el 10 % de los pacientes con el genotipo Arg/Arg ingresaron por

IC, frente al 4 % que eran portadores del alelo Pro (Arg/Pro + Pro/Pro). No hubo diferencias

estadisticamente significativas en el nimero de meses de seguimiento en los distintos grupos.

El andlisis de supervivencia reveld una tasa de ingresos por IC mayor en el grupo de pacientes

con el genotipo Arg/Arg, tanto al analizar los 3 grupos por separado como al compararlo con el grupo

portador del alelo Pro (Figura 29).
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Figura 29. Supervivencia libre de ingresos hospitalarios por IC segun los genotipos del polimorfismo
Arg72Pro del gen P53.

Se realizé un andlisis univariante y posteriormente una regresion logistica multivariante para
determinar posibles predictores independientes del desarrollo de IC tardia. Tras incluir como covariables la
edad, el género, el genotipo Arg/Arg y la FEVI post-infarto, las variables que resultaron ser predictoras

independientes de la IC tardia fueron el genotipo Arg/Arg y la FEVI deprimida (Tablas 15y 16).
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Resultados

Tabla 15 .Caracteristicas clinicas y demograficas de la poblacion del

estudio segun la presencia o no de IC tardia.

IC tardia No IC tardia p
Edad, m  DE 7312 70+£13 0,13
Género (masculino), n (%) 12 (71) 166 (76) 0,60
HTA, n (%) 10 (59) 110 (50) 0,50
DM tipo 2, n (%) 3(18) 50 (23) 0,46
Dislipemia, n (%) 5(29) 78 (36) 0,59
Tabaquismo, n (%) 5(29) 89 (41) 0,35
IRC, n (%) 1(6) 6(3) 0,46
Angina previa, n (%) 7 (50) 70 (34) 0,21
IM o revascularizacion previa, n (%) 2(12) 15 (7) 0,45
IAM anterior, n (%) 8 (47) 84 (38) 0,48
Angioplastia primaria, n (%) 5(83) 75 (55) 0,17
Fibrinolisis, n (%) 1(17) 62 (45) 0,17
IAM extenso, n (%) 5(29) 55 (25) 0,70
FEVI deprimida, n (%) 7(41) 38 (17) 0,01
Genotipo Arg/Arg, n (%) 14 (82) 125 (57) 0,04

HTA: Hipertension arterial; DM: Diabetes Mellitus; IRC: Insuficiencia renal cronica; FC: Frecuencia cardiaca;
IAM: Infarto agudo de miocardio. FEVI: Fraccién de ejeccion del ventriculo izquierdo.

Tabla 16. Analisis multivariante de los factores predictivos del

desarrollo de IC tardia

OR IC 95 % P
Edad 2,83 08-7,2 0,07
Género (masculino) 0,76 0,22 -2,62 0,67
Genotipo Arg/Arg 39 1,1-121 0,03
FEVI deprimida 2,8 1,01-8,8 0,04
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4.3 Analisis del polimorfismo T309G del gen MDM2

La distribucién de las frecuencias genotipicas del polimorfismo T309G del gen MDM2 en los

individuos incluidos en el estudio fue: 44 % TT, 43 % TG y 13 % GG (Tabla 17).

Tabla 17: Frecuencias genotipicas

GENOTIPOS n (%)
T 115 (44)
TG 112 (43)
GG 33 (13)

T (Timina); G (Guanina)

En la tabla 18, se muestran las caracteristicas demograficas y los datos clinicos de los pacientes

incluidos en el estudio segun el polimorfismo T309G del gen MDM2.
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Resultados

Tabla 18. Caracteristicas clinicas y demograficas de la poblacion del estudio segtin el
polimorfismo T309G del gen MDM2

Polimorfismo T309G del gen MDM2

Total T TG GG p
Edad, m + DE 69 12 69+ 13 7012 7013 0,77
Género (masculino), n (%) 197 (76) 90 (78) 83 (74) 24.(73) 0,69
IMC, m +DE 27+4 27+4 27+5 26+4 0,26
AF de IAM precoz, n (%) 30 (11) 13 (11) 13 (12) 4(12) 0,98
IM o revascularizacion previa, n (%) 18 (7) 8(7) 8(7) 2(6) 0,97
Angina previa, n (%) 85 (35) 38 (35) 38 (37) 9(28) 0,64
IM evolucionado, n (%) 104 (40) 44 (38) 47 (42) 13 (39) 0,84
HTA, n (%) 138 (53) 55 (48) 61 (54) 22 (67) 0,15
PAS (mmHg), m = DE 132429 131429 134 £ 28 130 £29 0,60
PAD (mmHg), m + DE 78+ 18 77+19 78117 7817 0,93
FC (I/min), m £ DE 7721 76 £ 22 78+19 75+23 0,80
DM tipo 2, n (%) 63 (24) 24 (21) 33(29) 6(18) 0,22
Dislipemia, n (%) 87 (34) 41 (36) 33(29) 13 (39) 0,45
Tabaquismo, n (%) 98 (38) 48 (42) 43 (38) 7(21) 0,15
Antecedentes de ACV, n (%) 12 (5) 6 (5) 6 (5) 0(0) 0,40
IRC, n (%) 14 (5) 5(4) 6 (5) 309 0,56
EVP, n (%) 23(9) 10 (9) 9(8) 4(12) 0,49
Antiagregante previo, n (%) 85 (35) 41 (36) 37 (33) 7(21) 0,34
FA al ingreso, n (%) 22(8) 10 (9) 9(8) 309 0,32

IMC: Indice de masa corporal; ACV: Accidente cerebrovascular; IAM: Infarto agudo de miocardio; IRC: Insuficiencia
Renal cronica; EVP: Enfermedad vascular periférica; FA: Fibrilacion auricular.

Los datos analiticos, del IAM, ecocardiograficos y del procedimiento de revascularizacion

coronaria se muestran en la tabla 19.
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Tabla 19: Datos analiticos, del IAM, ecocardiograficos y del procedimiento de revascularizacién

coronaria
Polimorfismos T309G del gen MDM2
Total T TG GG p

Nivéles pico de CK (U/L) 1399 [689-2654] 1590 [791-2823] 1167 [599-2144] 1479 [540 -2788] 0,73

Niveles pico de CK-MB (ng/ml) 97 [41-186] 101 [41-202] 91 [41-183] 75[29-181] 0,60

Nivéles pico Troponina | (ng/ml) 40 [17-94] 45 [19-100] 36 [15-91] 4515 -95] 0,96

Glucosa al ingreso (mg/dl) 168 + 62 167 £ 65 17378 157 £ 78 0,52

Hb al igreso (g/dl) 14+£15 14+£15 14+£1,6 14+£1,6 0,78

Creatinina al ingreso (mg/dI) 1,1+0,6 1,1+£05 1,1+£0,6 1,1+04 0,84

LDL (mg/dl) 121+ 37 121+ 36 122 £ 37 114+ 38 0,54

HDL (mg/dl) 48 £ 15 48 £ 15 4715 48 £ 17 0,80

PCR (mg/dl) 17227 1,421 1,9+32 1,6+£33 0,36

Localizacion del IAM 0,54

- 1AM anterior, n (%) 104 (40) 45 (39) 45 (40) 14 (42)
- |IAM inferior, n (%) 128 (49) 60 (52) 55 (49) 13 (39)
- 1AM lateral, n (%) 28 (11) 10 (9) 12 (1) 6 (18)

Reperfusion coronaria, n (%) 156 (60) 71(62) 65 (58) 20 (61) 0,84
- Tratamiento fibrinolitico, n (%) 69 (44) 32 (45) 31(48) 6 (30) 0,37
- Angioplastia primaria , n (%) 87 (56) 39 (55) 34 (52) 14 (70) 0,37

TIMI flow 0 inicial, n (%) 73 (84) 33 (84) 30 (89) 10 (73) 0,27

Colaterales grado 02, n (%) 78 (90) 35 (89) 31(90) 12 (84) 0,31

TIMI flow 3 final n (%) 84 (97) 38 (97) 32 (96) 14 (100) 0,83

Tiempo total de isquemia (min) 240 [175-300] 240 [170-300] 240 [180-277] 220 [150 -300] 0,77

FEVI post-infarto (%) 55 [45-60] 55 [44-60] 55 [45-60] 60 [55-62] 0,07

a Clasificacion de Rentrop et al 26, |JAM: Infarto Agudo de Miocardio. TIMI: Thrombolysis in Myocardial Infarction 241,
FEVI: Fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo.

En la tabla 20 se resume el tratamiento farmacoldgico recibido al alta hospitalaria.
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Tabla 20. Tratamiento farmacoldgico al alta hospitalaria

Polimorfismo T309G del gen MDM2

Total TT TG GG p
Antiagregacién, n (%) 225 (96) 100 (97) 96 (96) 29 (96) 0,80
Beta-bloqueantes, n (%) 162 (69) 73(70) 68 (68) 21(69) 0,55
IECA o ARA-II, n (%) 169 (72) 75 (73) 71(71) 23 (73) 0,42
Estatinas, n (%) 183 (78) 80 (78) 79 (79) 24 (76) 0,51

IECA: Inhibidor de la enzima conversora de la angiotensina; ARA Il: Antagonistas del receptor de la angiotensina .

4.4 Polimorfismo T309G del gen MDM2, tamaiio del infarto de miocardio y

funcion ventricular izquierda post-infarto

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el tamafio del IAM entre los
distintos genotipos del polimorfismo T309G del gen MDM2 (Tabla 19). En relacion a la FEVI post-infarto,
se observd una tendencia hacia la significacion estadistica (p 0,07, Figura 30 A). Al analizar los pacientes
con el genotipo GG y compararlos con los portadores del alelo T (TT+ TG), encontramos que la FEVI fue

significativamente mayor en el primer grupo (p 0,04, Figura 30 B).
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Figura 30. FEVI post-infarto (%) segun los genotipos del polimorfismo T309G del gen MDM2.
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4.5 Polimorfismo T309G del gen MDM2 y desarrollo de insuficiencia

cardiaca post-infarto

Tampoco se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el desarrollo de IC-IH
(Tabla 21, p 0,7) ni en en la aparicién de IC tardia (Figura 31, p 0,11) entre los distintos genotipos del

polimorfismo T309G del gen MDM2.

Tabla 21. Frecuencia de IC intrahospitalaria

GENOTIPOS IC-H
T 29 (25)
6 33 (29)
GG 9(27)

Los resultados se expresan como n (%).
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Figura 31. Supervivencia libre de ingresos hospitalarios por IC segun los genotipos del polimorfismo
T309G del gen MDM2
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4.6 Efecto combinado de los polimorfismos Arq72Pro del gen P53y T309G

del gen MDM2 en el tamaio del infarto, la funcion ventricular izquierda

post-infarto y el desarrollo de insufiencia cardiaca

Se analiz6 el efecto combinado (interaccion) de los polimorfismos Arg72Pro de P53y T309G de
MDM2 en el tamafio del IM, la FEVI post-infarto y el desarrollo de IC-IH e IC-tardia. Para ello, se
asociaron los pacientes portadores de los genotipos Arg/Arg y TT (variantes con mayor susceptibilidad a
la apoptosis) y se compararon con los demas grupos genotipicos. Los resultados se muestran en la

tabla 22.

Tabla 22. Datos clinicos, del IAM y ecocardiograficos

Polimorfismos Arg72Proy T309G

Arg/Arg+ TT  Resto de genotipos p

CK pico, (UIL) 1723 [867-2954] 1167 [584-2550] 025
CK-MB pico, (ng/ml) 117 [50-244] 84 [32-179] 0,03
Troponina | pico, (ng/ml) 44 [19-100] 38 [15-85] 0,35
FEVI post-infarto, (%) 55 [44-60] 55 [45-60] 0,43
IC-IH, n (%) 23 (30) 48 (26) 0,29

CK: Creatin-Kinasa; CK-MB: Creatin-Kinasa isoforma MB; FEVI: Fraccion de ejeccion del ventriculo izquierdo;
IC: Insuficiencia cardiaca.

Tan solo se encontaron diferencias estadisticamente significativas en los niveles pico de CK-MB,
que fueron mayores en los pacientes portadores de los genotipos Arg/Arg + TT (Figura 32). No obstante,

observamos una tendencia hacia la significacion estadistica en el desarrollo de IC tardia (Figura 33).
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Figura 32. Niveles pico de CK-MB (ng/ml) segun los genotipos de los polimorfismos Arg72Pro del gen P53 y
T309G del gen MDM2.
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Figura 33. Supervivencia libre de ingresos hospitalarios por IC seguin los genotipos de los polimorfismos
Arg72Pro del gen P53 y T309G del gen MDM2.
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En el momento actual, a pesar de que se conocen numerosos factores pronosticos relacionados
con el 1AM, éstos no explican un elevado porcentaje de variaciones en la evolucion de estos pacientes.
Probablemente, entre otros factores, los genéticos tengan un destacado papel, debido a que pueden
crear situaciones de susceptibilidad que hacen mas probable el desarrollo de otras enfermedades y/o

mas complicaciones tras un |IAM.

El presente trabajo demostré que el polimorfismo Arg72Pro del gen P53, y por ende el fendmeno
de apoptosis, tiene un destacado papel en la fisiopatologia del IAM. Concretamente, el genotipo Arg/Arg
del coddn 72 del gen P53 se asocio, de forma independiente, con mayor extension del IAM, menor FEVI

post-infarto y mayor riesgo de desarrollar IC.

Por otra parte, no se encontrd una asociacion significativa entre el polimorfismo T309G del gen

MDM2 aislado ni combinado con el Arg72Pro de P53 y el tamafio del IM, la funcién ventricular izquierda

post-infarto y el desarrollo de IC.
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51 PREDICTORES INDEPENDIENTES DEL TAMANO DEL INFARTO,
LA FUNCION VENTRICULAR IZQUIERDA POST-INFARTO Y EL
DESARROLLO DE INSUFICIENCIA CARDIACA

5.1.1 Tamano del infarto agudo de miocardio

Nuestro trabajo demostré que el tamafio del IM fue un factor predictor independiente de la FEVI

post-infarto.

El pronéstico tras un IAMCEST viene determinado fundamentalmente por la presencia o no de
disfuncion ventricular izquierda post-infarto 2. La FEVI estimada al alta hospitalaria, ha sido uno de los
predictores independientes mas potentes de mortalidad a corto y largo plazo en diferentes estudios 248,
Ademas, aunque en la era de la reperfusién coronaria la supervivencia tras un IAMCEST ha aumento
significativamente (al limitar la extension del IM), la FEVI post-infarto sigue siendo un fuerte predictor

prondstico %,

Existe una estrecha relacion entre la extension del IAM y la FEVI post-infarto 7. Asi, un 1AM
extenso se asocia, generalmente, con peor funcion ventricular izquierda post-infarto, mayor riesgo de

complicaciones y peor pronéstico, de ahi la importancia de limitar al méximo el tamafio del infarto.

Por tanto, la determinacién de la FEVI post-infarto esta considerada como un método primario

para estratificar el riesgo tras un IAMCEST. Actualmente, las guias de practica clinica recomiendan

cuantificar la FEVI, previo al alta hospitalaria, en todo paciente con un IAMCEST 24,
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5.1.2 Infarto de miocardio de localizacion anterior

En nuestro estudio, la localizacion anterior del IAM se asocio de forma independiente con mayor

tamario del IAM y peor FEVI post-infarto.

Esta demostrado que los pacientes con IAM (con o sin onda Q) de localizacién anterior tienen
mas complicaciones durante la hospitalizacion y mayor mortalidad que aquellos con IM en otras
localizaciones 20-2%4, Un amplio estudio que incluyé mas de 1000 pacientes con IAMCEST tratados con
ACTP primaria 25 demostré que los pacientes con infartos en la arteria descendente anterior (IAM
anteriores), tenian menor supervivencia y peor FEVI a los 3 afios que aquellos con lesiones en otras
arterias epicardicas. Estas diferencias se han atribuido, en otras cosas, a la mayor prevalencia de FRCV
(mas HTA y DM tipo 2) entre los pacientes que tienen un IAM anterior 2%, Ademas, dado que la arteria
coronaria descendente anterior suele irrigar la mayor parte del miocardio, la causa de la peor evolucidn

clinica puede deberse al mayor tamafio de los IAM anteriores 78 106,

También, por distintos motivos fisicos 0 geométricos, los IAM anteriores tienden a desarrollar
mas faciimente expansién de la cicatriz del infarto y, eventualmente, aneurismas ventriculares 2. Esto
haria que, por un lado, a igual territorio necrosado la funcién ventricular fuera menor vy, por otro,

aumentara la incidencia de rotura de la pared libre ventricular 257.

108



Discusioén

5.1.3 Fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo

En nuestro trabajo, la FEVI post-infarto fue un factor predictor independiente del tamafio del IM y

de la aparicién de IC-IH e IC tardia.

Numerosos estudios clinicos y experimentales han demostrado que existe una estrecha relacién
entre el tamafio del IM y la FEVI post-infarto 2%6-260, Es conocido que la oclusion aguda de la luz coronaria
conduce rapidamente a la interrupcion de la actividad metabolica y funcional de los miocitos, lo que
produce una alteracién tanto de la relajacion como de la contraccion del territorio miocardico afectado 2.
Asi, el grado de disfuncién ventricular vendra fundamentalmente determinado por la extension del

territorio cardiaco afectado por el infarto 82 %,

Por otro lado, la IC sigue siendo una complicacion frecuente tras un IAM y es un factor importante
que influye en la morbimortalidad a corto y largo plazo 2. A diferencia de la IC precoz, que aparece a los
pocos dias del IAM y esta estrechamente relacionada con la extension del IM, el desarrollo de IC tardia

estad mas asociado con el fendmeno de remodelado ventricular post-infarto 161, 262-264,

Al igual que nosotros, otros investigadores han demostrado que la FEVI post-infarto es un
predictor importante del desarrollo de IC intrahospitalaria 237. También, existen en la literatura varios
estudios multicéntricos y aleatorizados que han analizado los predictores de IC tardia post-infarto con
resultados similares a los nuestros. Asi, en el estudio CARE (Cholesterol and Recurrent Events) 11, que
investigd la aparicion tardia de IC en 3.860 pacientes dados de alta tras un IAM, la FEVI fue un
importante predictor independiente de la aparicion de IC. Mismos resultados fueron encontrados en un
estudio del GISSI (Grupo Italiano para el Estudio de la Supervivencia en el Infarto de Miocardio) 255, que
incluyé a mas de 8.000 pacientes con IAM y en el VALIANT (Valsartan in Acute Myocardial Infarction trial)

26 con mas de 5.500 pacientes analizados.
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5.1.4 Hipertension arterial

La HTA es un factor de riesgo cardiovascular clasico, responsable de una morbimortalidad
cardiovascular elevada %7. En nuestro estudio, la presencia de IC-IH fue significativamente mayor en los

pacientes con historia de HTA. Ademas, la HTA fue un factor predictor independiente de IC-IH.

Datos derivados de estudios epidemioldgicos, registros y ensayos clinicos, han demostrado
consistentemente que la IC precoz tras un IAM se presenta con mayor frecuencia en pacientes con HTA'y

que esta ultima es un factor predictor independiente de su aparicion 10. 113, 268-270,

La HTA es un factor de riesgo reconocido para el desarrollo de IC 2. En el estudio Framinghan,
de los 392 pacientes que desarrollaron IC, el 91 % eran hipertensos, siendo el riesgo de desarrollar IC en
los hipertensos doble entre los hombres y el triple entre las mujeres con respecto a los normotensos, y
aumentando la incidencia de IC al aumentar la edad y el grado de severidad de la hipertension 22, En
estudios realizados en Espafia, la HTA estd presente en un 71 % de los pacientes diagnosticados de

|C 273,

La HTA desarrolla IC por una doble via, la cardiopatia isquémica y la HVI. Asi, la HTA es un
factor clasico de riesgo coronario y puede conducir, sobre todo cuando se asocia a otros factores de
riesgo cardiovascular, al desarrollo de un evento coronario agudo y el desarrollo de disfuncion ventricular
izquierda. Por otra parte, la HTA produce hipertrofia ventricular izquierda, que también puede contribuir al
desarrollo de isquemia miocardica, pero que ademas origina una alteracion de la funcién miocardica,

primero diastélica y posteriormente sistolica.
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5.2 LA APOPTOSIS EN EL INFARTO DE MIOCARDIO

La apoptosis se define como el conjunto de reacciones bioquimicas que tienen lugar en la célula
y que concluyen con su muerte de una forma ordenada y “silenciosa”, evitando asi la respuesta
inflamatoria local que tiene lugar en la necrosis cuando la célula, al romperse, libera su contenido al

medio.

En el momento actual, sabemos que la apoptosis interviene activamente en la fisiopatologia de
numerosas enfermedades, entre las que destacan las neoplasicas y las cardiovasculares 3. 144, Dentro de
estas Ultimas, se ha puesto de manifiesto la presencia de importantes fendomenos apoptéticos en distintos
transtornos, como el 1AM 1%6. 157 |a miocardiopatia dilatada %, la cardiopatia hipertensiva 13" y el rechazo

asociado a los transplantes cardiacos %2,

En el contexto del IAM, es conocido que un porcentaje importante de la muerte celular que tiene
lugar tras la oclusion coronaria aguda es por necrosis. Este hecho, podria hacermnos pensar que la
apoptosis no tiene una participacion significativa en este proceso; sin embargo, estudios realizados en
humanos y en animales han demostrado que la muerte de los cardiomiocitos por apoptosis tiene un
importante protagonismo 197. 167. 168 Ademas, estos hallazgos han quedado respaldados por otros estudios
experimentales que han confirmado que la inhibicién o interrupcion de la apoptosis, después de una

oclusién coronaria, reduce el tamafio del infarto y las complicaciones post-infarto 186. 190,274,

En este trabajo queda demostrada la asociacion entre el polimorfismo Arg72Pro del gen P53y el

tamafo del IM, la funcion ventricular izquierda post-infarto y el desarrollo del IC, lo que apoya la

importancia que tiene este tipo de muerte celular en la fisiopatologia del IAM.
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5.3 ASOCIACION DEL POLIMORFISMO Arg72Pro DEL GEN P53 CON EL
TAMANO DEL INFARTO AGUDO DE MIOCARDIO

La extension del IM es uno de los principales determinantes pronédsticos tras un IAM. Durante la
fase de hospitalizacion, la causa mas frecuente de fallecimiento de un paciente con un IAMCEST es el
shock cardiogénico (responsable del 40-60% del total de muertes) y su aparicion esta en relacion

directamente proporcional con el tamafio de la necrosis &,

Numerosos estudios (con y sin reperfusiéon coronaria) han demostraron una buena correlacién
entre los marcadores de necrosis miocardica (CK, CK-MB y Troponina) y distintas técnicas de imagen
como el SPECT miocérdico %72y la RM cardiaca 7, en la estimacion del tamafio del IAM. Por tanto, estos
marcadores pueden ser utilizados (y asi se contintia haciendo en la practica clinica y en estudios clinicos)

con bastante fiabilidad para este fin.

Es ampliamente conocido que el gen P53 es clave en el control de la proliferacion celular y en el
proceso apoptético. Ante un estrés celular importante y/o un dafio en el ADN (por ejemplo tras una
situacion de hipoxia) se produce una elevacion importante de los niveles protéicos de P53, la deteccion del
ciclo celular, y el inicio de los procesos de reparacion celular. Si estos no se producen o son defectuosos,

se induce la apoptosis de la célula 17178,

El polimorfismo Arg72Pro (rs1042522) 26, situado en el codon 72 del gen P53, consiste en la
sustitucion de un aminoacido (guanina) por otro (citosina) en un dominio especifico del gen P53, rico en
prolina, que es esencial para el funcionamiento de la proteina P53 y para la actividad apoptética 275277,
Este cambio de aminoacidos, da lugar a que se sintetice la variante polimérfica que contiene arginina
(CGC > pb53-Arg) o bien la variante que contiene prolina (CCC - p53-Pro). Distintos trabajos han puesto
de manifiesto que la variante p53-Arg posee una capacidad de inducir la apoptosis en células en cultivo y

lineas tumorales, muy superior a la variante p53-Pro 209-211,
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En nuestro estudio, el tamafio del IM (estimado por los niveles pico de CK, CK-MB y Troponina)
fue significativamente mayor en los pacientes con el genotipo Arg/Arg. Ademas, este genotipo fue un

predictor independiente del tamario del IM.

A pesar de que existen numerosos trabajos que han demostrado la presencia de muerte celular
por apoptosis en el contexto del IAM, tan s6lo un pequefio estudio italiano ha analizado la relacion entre el
polimorfismo Arg72Pro del gen P53y el tamafio del IAM. Estos autores, estudiaron dicho polimorfismo en
130 pacientes mayores de 65 afios ingresados por un SCA (32 pacientes con Al, 41 con IAM no Q y 57
con IAM-Q) y encontraron que aquellos con el genotipo Arg/Arg, tenian mayores niveles de CK-MB y de
troponina que los portadores del alelo Pro (Arg/Pro + Pro/Pro) 2''. Aunque los resultados de este estudio
son concordantes con nuestros hallazgos, creemos que existen varias limitaciones en su disefio. En
primer lugar, incluyeron pacientes con perfil clinico diferente (SCASEST y SCACEST) 28282 por lo que la
estimacién del tamafio del IAM de forma conjunta puede no ser del todo precisa. Ademas, 32 pacientes
tenian Al (marcadores cardiacos normales por definicion). En segundo lugar, no especificaron
caracteristicas clinicas importantes a la hora de analizar la extension del IM, como por ejemplo, el
tratamiento administrado (reperfusion coronaria y/o farmacos adyuvantes) 283285 |a |ocalizacion del IM o el

tiempo de isquemia 28,

Por otro lado, nuestros resultados son concordantes con los descritos por otros investigadores
utilizando como modelo experimental cultivos primarios de cardiomiocitos de ratas. Estos autores,
demostraron que los cardiomiocitos con la variante Arg/Arg presentaban mayor vulnerabilidad a la

apoptosis que los Pro/Pro tras un estimulo hipoxico 25,

Estos hallazgos sugieren, por tanto, que el polimorfismo Arg72Pro del gen P53 contribuye a
determinar genéticamente la diferente susceptibilidad de los cardiomiocitos a la apoptosis y deberia de ser
considerado como una importante “diana” en el desarrollo de nuevos tratamientos encaminados a limitar

la extension del IAM.

113



54 ASOCIACION DEL POLIMORFISMO Arg72Pro DEL GEN P53 CON LA
FUNCION VENTRICULAR IZQUIERDA POST-INFARTO

Es ampliamente conocido que el pronédstico tras un IAM depende en gran medida del estado de la
funcion contractil del ventriculo izquierdo. El impacto negativo de la depresién de la funcion sistélica en la
evolucién clinica y prondstico de los pacientes con IAM ha sido demostrada de manera concluyente -9
La FEVI, es el parametro no invasivo mas estandarizado, reproducible y utilizado como medida de la

funcion ventricular izquierda %, y tiene una relacién inversamente proporcional con la mortalidad 101106,

En nuestro estudio, la FEVI post-infarto fue significativamente menor en los pacientes con el
genotipo Arg/Arg. Ademas, este genotipo fue el predictor independiente méas potente de la FEVI post-

infarto.

Tan sélo existe en la literatura un estudio que ha analizado la relacion entre el polimorfismo
Arg72Pro del gen P53 y la FEVI 287, En este estudio, se analizd dicho polimorfismo en 198 pacientes
ingresados en un hospital italiano por enfermedad coronaria y en 129 pacientes ingresados por patologia
cardiaca de etiologia no coronaria y encontraron que el polimorfismo del codén 72 del gen P53 se
comportaba como un factor predictor independiente de la FEVI al ingreso. Concretamente, los pacientes
con el alelo Pro (Arg/Pro + Pro/Pro) tenian una FEVI significativamente menor que los portadores de la
variante Arg/Arg (hallazgos que sélo se confirmaron en el grupo de pacientes ingresados por enfermedad

coronaria).

Estos investigadores italianos, al igual que nosotros, demostraron la existencia de una estrecha
asociacion entre el polimorfismo Arg72Pro del gen P53y la FEVI en pacientes con cardiopatia isquémica.
Sin embargo, en nuestro trabajo, la variante polimérfica que se asoci6 con una peor FEVI post-infarto fue
la Arg/Arg. En primer lugar, seria légico pensar que si la variante Arg/Arg es mas vulnerable a la

apoptosis (como demuestran los estudios experimentales ' 25) y se asocia a una mayor extension del
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IAM 211 la FEVI post-infarto (que se relaciona inversamente con el tamafio del IM 7' 288) deberia de ser
menor. Ademas, pensamos que existen ciertas limitaciones en el disefio de dicho estudio. Asi, la
poblacion estudiada era muy heterogenea (pacientes con enfermedad coronaria) y no quedé especificado
en el trabajo si los pacientes presentaban en el momento de la inclusion cardiopatia isquémica estable o
inestable y qué tipo, con lo que ello conlleva desde el punto de vista clinico y prondstico. Tampoco
reflejaron si los pacientes ingresados por enfermedad coronaria eran portadores o no de otras

cardiopatias (valvulopatias, miocardiopatias) que pudieran influir en la FEVI.
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5.5 ASOCIACION DEL POLIMORFISMO Arg72Pro DEL GEN P53 CON EL
DESARROLLO DE INSUFICIENCIA CARDIACA POST-INFARTO

La IC-IH sigue siendo una complicacién frecuente en el curso del IAM. La combinacion de estas
dos entidades, sigue implicando muy mal pronéstico y cuadruplica la mortalidad de los pacientes que la
presentan 2128 Ademas, la mayor supervivencia actual en el IAM ha contribuido a un aumento de los

pacientes con IC tardia 24°.

En nuestro estudio, el 27 % de los pacientes desarrollaron IC-IH, resultado concordante con
trabajos previos. Asi, si analizamos los diferentes estudios publicados, la IC se observa al ingreso o
durante la hospitalizacion en aproximadamente una tercera parte de los pacientes con IAM (25-35 % de
los casos) 109112, En un registro americano, en el que se estudiaron mas de 600.000 pacientes con IAM, el
29 % de los pacientes presentaron IC-IH 113, También, al igual que en otros estudios''?, entre los pacientes
que desarrollaron IC-IH, dos tercios la tenian en el momento del ingreso (66 %) y en un tercio aparecid

durante éste (34 %).

Hasta el momento, ningun estudio habia analizado la asociacién entre los polimorfimos del
codén 72 del gen P53y el desarrollo de IC post-infarto. En nuestro trabajo, la aparicion de IC al ingreso o
durante la fase hospitalaria fue mayor en el grupo de pacientes con el genotipo Arg/Arg, sin embargo, la

Unica variable que resultd ser predictora independiente de su aparicidn fue la FEVI post-infarto.

Es conocido que tras la oclusién coronaria aguda, un porcentaje importante de miocitos en la
zona central del infarto mueren por necrosis 162 289, Ademas, la aparicion de IC en la fase aguda del IAM
(a diferencia de IC tardia, mas asociada con el RV post-infarto), se ha relacionado estrechamente con la
extension y severidad del infarto (disfuncion de tipo mecanica) % 117.290-292 Estos hechos, podrian explicar
por qué la variante Arg/Arg (y en parte la apoptosis) no fue un factor predictor independiente del

desarrollo de IC-IH.
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Por otro lado, durante el seguimiento (mediana de 16 meses), los pacientes con la variante
Arg/Arg presentaron mayor tasa de ingresos por IC que los portadores del alelo Pro (Arg/Pro + Pro/Pro).
En el andlisis multivariante, el genotipo Arg/Arg y la FEVI deprimida fueron los Unicos predictores

independientes de la aparicién de IC tardia.

Aunque, como hemos descrito anteriormente, la apoptosis de los cardiomiocitos puede iniciarse
inmediatamente después del comienzo de la isquemia miocardica, parece que este tipo de muerte celular
tiene un papel mas importante en la pérdida tardia de los cardiomiocitos y en el RV post-infarto 165. 166,293,
24 Es conocido que el RV adverso tras un IAMCEST conlleva cambios en la forma y el tamafio
ventriculares (esfericidad y dilatacién) que desembocan en disfuncion sistélica e IC 2% 2%, Uno de los
fendmenos previos a la dilatacidon ventricular es el reordenamiento-deslizamiento de las fibras

miocardicas, y se ha postulado que la apoptosis podria ser clave en su inicio 2%7,

Un estudio histopatologico 62 realizado en pacientes fallecidos por IAM, mostré que los miocitos
apoptoticos estan ubicados fundamentalmente en la zona periférica (borde) del infarto y en zonas
alejadas del area necrética central (areas remotas). Posteriormente, varios trabajos han puesto de
manifiesto el rol de la apoptosis en estas areas alejadas del foco necrotico central y su implicacion en el
RV adverso post-infarto 2%, Sam et al. 29, utilizando corazones de ratén sometidos a isquemia,
demostraron que el RV izquierdo post-infarto se asociaba a la aparicion de células apoptéticas en el
miocardio alejado del area isquémica. Ademas, el nivel de apoptosis estaba relacionado con el grado de

disfuncion ventricular.

De este modo, parece claro que la pérdida progresiva de miocitos por apoptosis juega un
destacado papel en la fisiopatologia del RV post-infarto, el deterioro progresivo de la funcion sistélica y la
aparicion de IC post-infarto 163-166. 300, Todos estos hechos podrian explicar por qué la variante Arg/Arg
fue un factor predictor de la aparicién de IC tardia (mas estrechamente relacionada con la apoptosis) y no

de la IC-IH.
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La apoptosis es un proceso genéticamente controlado y del cual se conocen numerosos
estimulos desencadenantes, vias de sefializacién y factores pro y anti-apoptéticos %', La caracterizacion
de la apoptosis miocérdica nos permitiria el desarrollo de estrategias terapéuticas que, actuando sobre
distintos pasos de la cascada apoptotica, podrian limitar las complicaciones asociadas al infarto, como la

IC.
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5.6 ASOCIACION DEL POLIMORFISMO T309G DEL GEN MDM2 AISLADO Y
COMBINADO CON EL POLIMORFISMO Arg72Pro DEL GEN P53 CON EL
TAMANO DEL INFARTO, LA FUNCION VENTRICULAR IZQUIERDA
POST-INFARTO Y EL DESARROLLO DE INSUFICIENCIA CARDIACA

MDM2 (doble minuto murino) es un gen que codifica la proteina MDM2, que es un importante
regulador negativo del supresor tumoral P53. Concretamente, se une a él e inhibe su capacidad

transcripcional %02,

Bond et al 222, describieron que un SNP en el promotor MDM2 (sustitucidn de nucleétidos T por G
en posicién 309) incrementa la afinidad del activador transcripcional Sp1, lo que da lugar a niveles mas

altos de la proteina MDM2 y, por consiguiente, mayor atenuacion de la via de supresion tumoral P53.

Dentro de la investigacién oncoldgica, son numerosos los estudios que han investigado la
relacidn entre el polimorfismo T309G del gen MDM2 y el riesgo de desarrollar determinadas neoplasias,
con resultados muy contradictorios. Asi, existen estudios y metaanalisis que han encontrado dicha
asociacion 303,304y otros que no la han demostrado 305 306, Ademas, en algunos trabajos, la asociacién

sblo ha sido demostrada en determinadas étnias 304307, 308,

No existe en la literatura ningun trabajo que haya estudiado este polimorfismo en pacientes con
IAM ni existen resultados experimentales acerca de su implicacién en la apoptosis miocardica. En nuestro
estudio, no encontramos asociacion del polimorfismo T309G del gen MDM2 con el tamafio del IM y la
aparicion de IC. No obstante, se observo una tendencia hacia la significacion estadistica en la FEVI post-
infarto entre los tres grupos (p 0,07). Al analizar los pacientes con el genotipo GGy compararlos con los
portadores del alelo T (TT+ TG), si encontramos diferencias significativas en la FEVI post-infarto, que fue

mayor en el primer grupo.
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Tampoco habia sido estudiado el efecto combinado de ambos polimorfismos genéticos (Arg72Pro
y T309G) en la apoptosis miocardica. En el ambito de la oncologia, existen varios trabajos que han
analizado dicha asociacién con el riesgo neoplasico, también con resultados contradictorios. Asi, un
metaanalisis que estudio el polimorfismo T309G del gen MDM2 en un total de 9,563 casos y 9,468
controles y el polimorfismo Arg72Pro de P53 en 19,748 casos y 19,962 controles, no encontré asociacion

entre el efecto combinado de ambos polimorfismos y el riesgo de desarrollar cancer de pulmén 209,

En nuestro trabajo, no encontramos asociacidon estadisticamente significativa de estos
polimorfismos (Arg72Pro y T309G) combinados con la FEVI post-infarto y el desarrollo de IC. En relacién
al tamafio del IM, a pesar de que los niveles pico de CK y Troponina fueron mayores en el grupo de
pacientes portadores de los genotipos Arg/Arg y TT (variantes con mayor susceptibilidad a la apoptosis),
no llegaron a ser estadisticamente significativos. En cambio, los niveles pico de CK-MB si fueron

significativamente mayores en dicho grupo.

Aunque existe poca informacion al respecto, varias hipotesis podrian explicar por qué el

polimorfismo T309G del gen MDM2 no tuvo una implicacion clara en nuestro trabajo.

a. En modelos animales, la expresion ectdpica de MDM2 conduce a la proliferacion celular
y el desarrollo de tumores incluso en ausencia de P53. Parece que existen vias génicas
que conducen a la regulacién de los niveles de MDM2 de forma dependiente e
independiente de P53 310. Ademas, MDM2 podria regular la expresién de ciertas
proteinas que contribuyen a aspectos clave de la proliferacion celular, la apoptosis, la
invasion tumoral y las metastasis, independientemente de su interaccion con P53 311,312,
Por tanto, la participacion del gen MDM2 en la apoptosis podria ser independiente de

sus efectos sobre P53 313,314,
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b. Recientemente, se han identificado nuevas dianas del gen MDM2. Por ejemplo, se ha
demostrado que MDM2 regula la expresion de ciertas proteinas anti-apoptoticas (como
la XIAP) que puede conducir a una menor muerte apoptotica por una via dependiente de

caspasa 315,

Por tanto, el hecho de que MDM2 pueda interaccionar en la cascada apoptdtica por vias
diferentes a la de P53, podria explicar los resultados encontrados en nuestro trabajo. Seran necesarias
nuevas investigaciones que determinen las cascadas moleculares y los circuitos genéticos relacionados

con el gen MDM2 e implicados en la apoptosis miocardica.
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Limitaciones

Entre las limitaciones de este estudio estan su caracter unicéntrico, que dificulta la extrapolacién
de los resultados. Ademas, el nimero de pacientes (n = 260) y el seguimiento clinico (mediana de 16
meses) no fue muy amplio; aun asi, creemos que pudo ser suficiente para responder al objetivo del

trabajo.

Por otro lado, dadas las caracteristicas intrinsecas a cualquier estudio que analice polimorfismos
genéticos, resulta dificil generalizar a la poblacién global los resultados obtenidos. Entre los principales
inconvenientes de estos estudios se incluyen el limitado poder estadistico de la mayoria de ellos, la
variacién entre poblaciones diferentes, la necesidad de un correcto andlisis del fenotipo y la imposibilidad
de realizar recomendaciones terapéuticas en base a los datos obtenidos hasta el momento. Ademas este

tipo de estudios ignoran la epistasis, las interacciones con el medio ambiente y las variantes raras.

Finalmente, la estimacion del tamafio del IAM se realizd analizando el pico maximo de los
marcadores de dafio miocardico (CK, CK-MB y Troponina). Aunque el método ideal para este fin hubiese
sido la realizacion de pruebas de imagen (SPECT o RM cardiaca), son numerosos los trabajos que han
demostrado una muy buena correlacién en la estimacion del tamafio del infarto entre los marcadores de
dafio miocardio y dichas técnicas de imagen, tanto en los pacientes reperfundidos como en los no

reperfundidos.
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Conclusiones

En el presente trabajo estudiamos la posible asociacién de los polimorfismos Arg72Pro del
gen P53 y T309G del gen MDM2 con el tamafio del infarto, la funcién ventricular izquierda
post-infarto y el desarrollo de IC, en 260 pacientes ingresados consecutivamente en la Unidad
Coronaria del Hospital Universitario de Salamanca con el diagndstico definitivo de |IAMCEST.

Nuestras conclusiones son:

1. Lalocalizacion anterior del IAM y la FEVI deprimida post-infarto son factores predictores

independientes del tamafio del IAM.

2. El tamafio del IAM y la localizacion anterior del mismo son factores predictores

independientes de la FEVI post-infarto.

3.  La FEVI deprimida post-infarto es un factor predictor independiente de la aparicién de

IC-IH e IC tardia. También la HTA es un factor predictor independiente del desarrollo de IC-IH.

4. El polimorfismo T309G del gen MDM2 no se asocia con cambios en la evolucidn de los
pacientes con IAMCEST. Estos resultados apoyan la teoria de que el gen MDM2 puede interaccionar

en la cascada apoptética por vias diferentes a la de P53.

5. El ser portador del genotipo Arg/Arg en el codon 72 del gen P53 incrementa el riesgo de
una peor evolucién tras un IAMCEST, ya que se asocia con mayor tamafio del IAM, peor funcién

ventricular izquierda post-infarto y mayor desarrollo de IC.
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