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INTRODUCCION

En el ano 2003 el Dr. Eugene Braunwald declaraba: “ Hemos ganado muchas batallas
contra las cardiopatias congénitas, enfermedades valvulares, endocarditis infecciosa,
hipertension e infarto de miocardio, pero la insuficiencia cardiaca congestiva, me parece, es

el ultimo gran campo de batalla” .

La incidencia y prevalencia de la insuficiencia cardiaca crénica continian en aumento en
los paises occidentales, constituyendo una de las epidemias del siglo XXI. En su desarrollo
han contribuido factores como el aumento en la expectativa de vida de la poblacion, la
mejor deteccion y control de factores de riesgo para esta patologia y la disminucién en la
mortalidad de la cardiopatia isquémica y otras enfermedades cardiovasculares, incluyendo
la de la propia insuficiencia cardiaca. Como consecuencia de todo ello, la insuficiencia
cardiaca constituye una de las principales causas de reingresos hospitalarios y, por tanto,
una de las mas importantes fuentes de consumo de recursos sanitarios. Consecuentemente,
esta enfermedad se ha convertido en uno de los focos principales de atencion entre las

. 1-11
enfermedades cardiovasculares"'".

La insuficiencia cardiaca es un sindrome que se caracteriza por la ineficacia del corazon
para ejercer su funcion de bomba. Desde el momento del diagnostico, el prondstico de esta
enfermedad es sombrio, no sélo por la cantidad de recursos econémicos que consume, sino
también porque conlleva un deterioro importante de la calidad de vida de los pacientes

afectados(l;3—6;9;l 1;14-16)




1.- EPIDEMIOLOGIA DE LA INSUFICIENCIA CARDIACA

Las cifras epidemioldgicas comunicadas en los estudios han resultados muy dispares en
base a las diferencias entre las poblaciones estudiadas y los criterios utilizados en el

diagnostico de insuficiencia cardiaca.

1.1 Prevalencia

La prevalencia mide el nimero de casos de la enfermedad en la poblaciéon en un
momento determinado a partir de los resultados obtenidos en estudios transversales. El
problema de estos estudios radica en que pueden infravalorar la magnitud del problema,
porque no todos los pacientes acuden al médico, porque los que lo hacen son los mas
graves, 0 porque se circunscriben a pequefias poblaciones desde donde se extrapolan los
resultados, con el peligro que suponen las diferencias regionales, las caracteristicas basales

de la poblacion ( edad, antecedentes..) etc ©'¥

En Espafia se ha realizado recientemente un estudio de prevalencia de insuficiencia
cardiaca, el estudio PRICE®?. Segtin los resultados de este estudio, la prevalencia de la
insuficiencia cardiaca en Espana es elevada, en torno al 6,8% de la poblacion de 45 o mas
afios. Esta prevalencia es similar en varones y mujeres, y aumenta de forma clara y
significativa con la edad, de tal forma que por encima de los 75 anos es del 16%, tanto en
varones como en mujeres. La prevalencia es del 8% en el grupo de edad entre los 65 y los
74 afos, del 5,5% entre los 55 y los 64 afios y mas baja, del 1,3% entre los 45 y 54 afios. La
cifra de prevalencia general (6,8%) es superior, aunque no con grandes diferencias a la
encontrada por Cortina en Asturias ocho afios antes''” que fue del 5%. En todo caso, estas
cifras representan un notable aumento de la prevalencia de insuficiencia cardiaca en los

paises occidentales, si las comparamos con datos publicados en la Gltima década. Los datos




del estudio de Framingham han mostrado que, en la poblacién general mayor de 40 afos,
aproximadamente el 1% presenta insuficiencia cardiaca y otro 2% tiene clinica compatible
con insuficiencia cardiaca, aunque ésta pueda descartarse después de un examen clinico y
ser consecuencia de un proceso no cardiaco, como respiratorio o renal. La prevalencia de la
insuficiencia cardiaca se dobla con cada década de edad y se sitlia alrededor del 10% en
sujetos mayores de 70 afios® %! 14131750 De hecho, la mayoria de los pacientes atendidos
en las consultas médicas por presentar insuficiencia cardiaca son ancianos. Esta situacion es
esperable no so6lo por la mayor frecuencia del problema sino porque, en edades avanzadas,

la enfermedad es mas sintomatica que entre los jovenes.

1?9 en el que se analizo la

Recientemente se ha publicado un estudio en Portuga
prevalencia de insuficiencia cardiaca en 500 centros de atencidon primaria adecuadamente

randomizados a lo largo de todo el territorio nacional. La prevalencia global de

insuficiencia cardiaca de cualquier etiologia obtenida en este estudio fue del 4’°36% (Figura

1).
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Figura.l. Prevalencia ajustada por edad estimada para todos los tipos de IC en la poblacion del estudio

EPICA®.



La prevalencia de la insuficiencia cardiaca estd en continuo aumento debido al mayor
envejecimiento de la poblacion y a la mejoria en la supervivencia de los enfermos con otra
patologia cardiovascular que progresa hacia la insuficiencia cardiaca como punto final de
su evolucion (particularmente la cardiopatia isquémica y la hipertension arterial). Ademas,
la disponibilidad de nuevas terapias farmacoldgicas e instrumentales en los Gltimos afios se

: . - . (14;21-22
ha traducido en una mejoria de la supervivencia'**'?.

Datos provenientes de estudios europeos confirman el aumento de prevalencia de la
insuficiencia cardiaca en los ultimos afios e incluso anticipan un mayor incremento para los
proximos 10-15 afios. En Escocia, se estima que la prevalencia de la insuficiencia cardiaca

aumentara con respecto al afilo 2000 un 31% en varones y un 17% en mujeres en el 202097

1.2 Incidencia

La incidencia determina el nimero de casos nuevos de una enfermedad durante un
determinado periodo de tiempo y facilita informacion sobre los factores de riesgo causales
de la misma. Para ello es necesario hacer un seguimiento en una poblacién sana para esa

enfermedad durante un periodo de tiempo determinado.

Los datos de la incidencia de la insuficiencia cardiaca de los que disponemos provienen
de los resultados de estudios poblacionales (Framingham, Rochester y Michigan —
E.E.U.U. - , Finlandia y Reino Unido) ®*". Segiin estos estudios, la incidencia de
insuficiencia cardiaca se ha cifrado en el 0,1-0,2%; estimandose que por cada década de la
vida se dobla la incidencia hasta alcanzar el 3 % en pacientes mayores de 85 afios, que es
dos veces superior en pacientes con hipertension arterial que en normotensos y cinco veces

superior en pacientes que han sufrido un infarto de miocardio en comparacion con los que



no lo han tenido (Figura 2). El riesgo de por vida de padecer ICC en el estudio

Framingham fue estimado en 1/8.
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Figura 2. Incidencia de IC por aiio y sexo tras 36 aiios de seguimiento. Estudio Framingham .

Diversos estudios han demostrado que la incidencia de la insuficiencia cardiaca se ha
mantenido estable en los ltimos afios, y en los dos sexos. Esto se explica por un aumento
de la obesidad y de la diabetes mellitus tipo 2 en la poblacion general, asi como por una
mayor supervivencia de la cardiopatia isquémica y, por tanto, una esperanza de vida mas

. ., . . . . 3233
larga, lo que supone un gran riesgo para la progresion hasta insuficiencia cardiaca®**? .



1.3 Hospitalizaciones por insuficiencia cardiaca

En Espafia se producen unos 80.000 ingresos hospitalarios/afio por insuficiencia cardiaca.
Al igual que ocurre en otros paises desarrollados, la insuficiencia cardiaca es la primera
causa de hospitalizacion en mayores de 65 afios, por delante de la enfermedad coronaria y

del ictus, resultando en aproximadamente el 5% del total de hospitalizaciones"*'">%.

El niimero de ingresos hospitalarios ha aumentado considerablemente en los ultimos
afios, siendo mas frecuente en mujeres y es previsible que siga haciéndolo en un futuro

inmediato debido al progresivo envejecimiento de la poblacion®*>® ( Figura 3).
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Figura 3. Niimero de altas por Insuficiencia Cardiaca en Espaiia 1989-1999. @9



Los tultimos datos registrados en Espafia corresponden al afio 2007. Las estancias
hospitalarias por IC en este afio suponen el 2,6% de las estancias totales teniendo en cuenta
a toda la poblacion, pero si reducimos las cifras a la poblacion mayor de 65 afos, el
porcentaje se dobla, siendo la IC la causa del 4,6% de las estancias hospitalarias en esta

franja de edad"'?.

1.4 Mortalidad

Segiin el estudio de Framinghan, *2% la supervivencia de la insuficiencia cardiaca es del
50% a los 5 afios del diagnostico, por lo que se asemeja a la de algunos canceres muy
agresivos. A pesar de que existen pocos estudios epidemioldgicos recientes, se dispone de
ciertas evidencias a través de estudios de otro tipo, de mejoria en la mortalidad de la
insuficiencia cardiaca, que coinciden con la introduccion de ciertos grupos de farmacos
como son los inhibidores del enzima de conversion de la angiotensina y los
betabloqueantes”’~*) . A pesar de ello, la mortalidad no ha disminuido tanto como se penso6
porque, por un lado, una alta proporcion del pacientes con insuficiencia cardiaca presenta
una funcién sistélica conservada y, por otro, muchos de estos pacientes son ancianos y
mujeres con importante comorbilidad asociada. Ademas, el tratamiento clinico en
pacientes con insuficiencia cardiaca y disfuncidon sistolica no es Optimo en un gran

. 39-42;48
porcentaje de casos®* ).

La mortalidad por insuficiencia cardiaca se calcula a partir de los datos de los
certificados de defuncidon y junto con las hospitalizaciones son el indicador del que se
dispone a nivel nacional, el cual no se ajusta a la realidad, dadas las normas de codificacion

que priorizan la asignacion de causa de muerte a la cardiopatia isquémica. Aun asi, en

-10 -



Espafia la insuficiencia cardiaca es la tercera causa de muerte cardiovascular después de la

e, 14
cardiopatia isquémica y la enfermedad cerebrovascular''?.

La informacion mas recientemente publicada de la que se dispone sobre la mortalidad en
Espafia por insuficiencia cardiaca data del ano 2007. En este afio, del total de muertes
(385361) el 5% del total fue por insuficiencia cardiaca (20092). En referencia a la
evolucion de los datos de afnos consecutivos se disponen de comparativas hasta el afio 2000

(Figura 4).
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Figura.4 Mortalidad por Insuficiencia Cardiaca en Espaiia 1980-2000".

Se ha observado que la mortalidad debida a insuficiencia cardiaca aumenta
geograficamente del norte hasta el sur y en las regiones mediterraneas, mostrando un patron

de distribucion similar al de la cardiopatia isquémica y la enfermedad cerebrovascular®.

-11 -



Se ha producido un descenso notable y progresivo en las tasas de mortalidad en ambos
sexos por insuficiencia cardiaca desde el afio 1977, estabilizdndose para personas mayores
de 85 afios. A pesar de este descenso, la mortalidad total ha aumentado como consecuencia
del envejecimiento progresivo de la poblacion, sobre todo en el sexo femenino, en el que la
importancia de la insuficiencia cardiaca entre el grupo de enfermedades cardiovasculares es

cada vez mayor".

1.5 Causas predisponentes para el desarrollo de insuficiencia cardiaca

En la década de los 70 la hipertension arterial (HTA) y la enfermedad coronaria, en
particular el infarto agudo de miocardio, fueron las causas primarias de la IC tanto en
Estados Unidos como en Europa. Sin embargo, la enfermedad coronaria y la diabetes
mellitus han incrementado su grado de responsabilidad, mientras que la HTA y las
enfermedades valvulares han disminuido su peso gracias a las mejoras en la deteccion y
tratamiento. Durante més de cuatro décadas de observacion en el Estudio Framingahm, la
prevalencia de la enfermedad coronaria como causa de IC ha aumentado un 41% en
varones y un 25% en mujeres; la prevalencia de diabetes como causa contribuyente al

desarrollo de IC ha aumentado mas del 20% por década'*>®.,

Cardiomiopatia isquémica

La cardiomiopatia isquémica es la causa mas importante de IC con disfuncion sistolica en
los paises occidentales. Se diagnostica en pacientes con IC que han tenido un infarto de
miocardio o enfermedad coronaria severa. Pacientes con enfermedad de un nico vaso que
no presentan evidencia de infarto de miocardio o que han sido revascularizados tienen un

prondstico similar a la poblacion sin caridiomiopatia isquémica®".

-12 -



Hipertension Arterial

La presencia de hipertension arterial incrementa el riesgo de IC en todos los rangos de
edad. Datos del Estudio Framingahm indican que en mayores de 40 afios la presencia de
tension arterial superior o igual a 160/100 mmHg incrementa el doble el riesgo de padecer
1C"%29 El riesgo de desarrollar IC aumenta con el grado de hipertension. La media de
tension arterial en pacientes hipertensos candidatos para el desarrollo de IC en el estudio

Framingahm fue 150/90 mmHg!'®*%.

Por otra parte, la hipertension arterial tiene un fuerte impacto en el remodelado
ventricular tras un infarto de miocardio, y aumenta el riesgo de padecer IC en estos

pacientes.

En lo referente a Espafia, segun datos recientes la HTA y la cardiopatia isquémica
fueron la causa, aislada o en combinacién, de mas del 80% %0 Habia numerosas
enfermedades asociadas: HTA en un 76% de los casos, fibrilacion auricular en un 46% y
diabetes en un 38%**°?. Otros factores de riesgo cardiovascular fueron obesidad (64%),
hipercolesterolemia (50%), tabaquismo (30%) e hipertrigliceridemia (24%). El filtrado

glomerular medio fue de 72,1 + 84,2(48;50).

1.6 Epidemiologia en la Insuficiencia Cardiaca con Funcion Sistolica Preservada

Segtn diferentes estudios, la disfuncion sistolica se ha estimado en un rango de fraccion
de eyeccion comprendido entre el 50% y el 30%. Segln este criterio, aproximadamente el
50% de los casos de insuficiencia cardiaca tiene una funcion sistolica normal o ligeramente

. (1972527
disminuida %327,

~13-



En el ultimo estudio realizado en el ambito nacional (Estudio PRICE), el 48% de los
casos de insuficiencia cardiaca correspondian a insuficiencia cardiaca con funcion sistolica

conservada®?.

La epidemiologia y la historia natural de la insuficiencia cardiaca con funcion sistolica
preservada son en gran parte desconocidas debido a las dificultades diagnosticas y
epidemiologicas para poder ponerlas de manifiesto. Estos pacientes se han excluido de la
mayoria de los grandes ensayos clinicos, por lo que sus pautas de tratamiento cuentan con
menos evidencias cientificas que las de sus homologos en el grupo de insuficiencia cardiaca

con fraccion de eyeccion disminuida.

Hasta hace poco se creia que el prondstico de la insuficiencia cardiaca con funcion
sistolica preservada era mejor que el de la insuficiencia cardiaca con disfuncion sistolica,
especialmente en ancianos. Recientemente se ha demostrado que el prondstico a largo plazo
es similar en ambos grupos de insuficiencia cardiaca, asi como las tasas de hospitalizacion

. - (16;27:46:47
recurrentes y los costes de asistencia'' 274647,

La insuficiencia cardiaca con funcion sistolica preservada es, en comparacion con la
insuficiencia cardiaca por disfuncion sistélica, més frecuente en mujeres y ancianos, y suele

, . . . . (1627;:46:47
asociarse a hipertension arterial de larga evolucion!' 2747

1.7 Cumplimiento de objetivos en el tratamiento farmacologico de la Insuficiencia

Cardiaca

La insuficiencia cardiaca es una enfermedad que, como ha quedado ya de manifiesto,
implica una elevada mortalidad; por tanto, los diferentes tratamientos debe ir encaminados
a reducir, fundamentalmente la mortalidad, pero sin obviar la mejora de los sintomas, y de
la calidad de vida de los pacientes. En la actualidad disponemos de un abanico amplio de

tratamientos, siendo varios los farmacos que han demostrado su eficacia: betabloqueantes,

~14 -



inhibidores del enzima de conversion de la angiotensina (IECAs), inhibidores de la
aldosterona, antagonistas de los receptores de angiotensina II (ARA II) y en casos
concretos, el uso de hidralazina combinada con nitratos. La eficacia en reducir la
mortalidad utilizando estos fArmacos segtn los diversos ensayos clinicos varia entre el 15y
el 35%. A pesar de estas alentadoras cifras, los registros europeos sobre el tratamiento de
los pacientes con insuficiencia cardiaca indican que pocos son los paises con una tasa de
utilizacion adecuada de los mismos. En Espafia, segiin datos del 2003, los pacientes con
insuficiencia cardiaca que estaban tratados con IECAs no alcanzaban el 55%, no superando
el 15% los pacientes tratados con betabloqueantes “9) (Figuras 5 y 6). Esta discordancia
entre la evidencia cientifica y la practica clinica real podria tener su base en las importantes
diferencias entre los pacientes reales y los que son incluidos en los ensayos clinicos. Asi,
los pacientes reales presentan una edad mas avanzada, una mayor proporcion de mujeres y

por supuesto, una comorbilidad mas importante.
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Figura 5. Utilizacion de IECAs en IC en paises europeos aiio 2003*"
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Figura 6. Utilizacién de betabloqueantes en IC en paises europeos aiio 2003*"

En Espafia, en el estudio EPISERVE sobre la insuficiencia cardiaca tratada de manera
ambulatoria, existian notables diferencias en la utilizacion de betabloqueantes y IECAs
segun el grupo de especialistas, siendo claramente mas utilizados por los cardidlogos que

L 1: .y . . . . 48
por los médicos de atencion primaria o internistas*®.
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2.- FISIOPATOLOGIA DE LA INSUFICIENCIA CARDIACA

2.1 FUNCION CARDIACA NORMAL

La insuficiencia cardiaca se caracteriza por la incapacidad del corazén para bombear la
cantidad de sangre necesaria para abastecer el metabolismo de los tejidos, o bien para
hacerlo unicamente elevando las presiones de llenado®®”. La comprension de determinados
principios fisioldgicos relacionados con el corazén y la funcidn circulatoria es fundamental

y los describiremos a continuacion.

2.1.1 Elciclo cardiaco

Supone la traduccion mecanica de los eventos moleculares descritos mas adelante. Nos da
informacion acerca de los eventos temporales que ocurren en el corazéon. A efectos
practicos, los tres sucesos basicos del ciclo cardiaco son: contraccion, relajacion y llenado
ventriculares. El primero se corresponde la sistole y los dos segundos constituyen la

diastole® (Figura 7).
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CICLO CARDIACO SIMPLIFICADO
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Figura 7. Ciclo Cardiaco
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2.1.2. Bases celulares de la contraccion cardiaca

Ultraestructura de las células contractiles

Las paredes musculares del corazén humano estan compuestas por una red ramificada de
cardiomiocitos (células musculares especializadas) que constituyen el 75% del volumen
total del miocardio. A su vez, el 50% de los cardiomiocitos lo ocupan las miofibrillas
encargadas de la contraccion y entre un cuarto y un tercio, las mitocondrias. Los miocitos
se agrupan en paquetes que estan rodeados y sostenidos por fibras coldgenas; a este

conjunto se les denomina miofibras®?.

Cada una de estas células musculares estd ocupada de forma dominante por haces de
miofilamentos que, a su vez, se organizan en una serie de subunidades que se repiten en
series denominadas sarcomeras. Estos patrones similares a bandas son los responsables de

la naturaleza estriada del

Fibroblasto

musculo cardiaco cuando

Cardiomiocito

es observado al Niicleo
Disco intercalado
microscopio optico A
Cisterna del Reticulo £ S =
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Figura 8. Fibras miocardicas
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En las Bandas oscuras A existen filamentos finos y filamentos gruesos, mientras que en las

Bandas claras I solo hay filamentos finos. En el centro de cada banda I hay una linea oscura
(Z2) punto de union entre los filamentos finos de una sarcomera con los adyacentes. Cada
sarcomera estd limitada por lineas Z. En el centro de cada banda oscura existe una linea M

donde so6lo hay filamentos gruesos y que constituye la mitad del sarcomero (Figura §).
Proteinas contractiles y ciclo contractil

Los filamentos gruesos se componen fundamentalmente de miosina, proteina de alto peso
molecular que presenta una parte alargada y otra globular con actividad ATPasa (cabezas
de miosina). Los filamentos finos se componen de una doble hélice de actina y de otros dos
tipos de proteinas, la tropomiosina y las troponinas (T, C e I). Durante la contraccion
cardiaca no se produce variaciéon en la longitud de los filamentos sino que todo se
fundamenta en las distintas interacciones entre los filamentos de actina y las cabezas de

miosina (Figura 9).

Tropomiosina  Filamento de actina _. Troponina

Sitio de unidn
de miosina

Figura 9. Ciclo de Contraccion
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Acoplamiento excitacion-contraccion

Aunque el mecanismo que origina este proceso no se conoce con exactitud, actualmente se

sabe que el vinculo clave que permite el acoplamiento entre la excitacion eléctrica y la

contraccion mecdanica es el 16n calcio (Figura 10).

Ca?* 1t:r““r-.-1_1

Se abre el canal de desplazamients del a7+
- —

Bomba de

Irtercambiscor

f I;IIJFI.STl-}i.E 1EI"'TM
SYSTOLE 105M

——— Adling-miesing =
p =

Relax

Opie {2001)

%

Figura 10. El ién Calcio en el acoplamiento excitacion-contraccién™

Los iones calcio juegan un papel esencial en la vinculacion del control neurohumoral
externo del corazon con el estimulo del proceso contractil. Su interacciéon con la troponina
C es indispensable para la formacién de los puentes cruzados y, segin alguna hipotesis®?,
la concentracion de calcio actuaria como mecanismo regulador del nimero total de puentes
cruzados. Otras teorias apuntan a una activacion de las células adyacentes activando nuevos

puentes cruzados atn sin el aumento en el grado de unién del calcio a la troponina C de

éstos®?,
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2.2 FUNCION CARDIACA ANORMAL: Insuficiencia Cardiaca

2.2.1. El suceso inicial

La afectacion del corazon que finalmente desencadenara el sindrome clinico de la IC
comienza siempre con lo que se denomina “suceso inicial”. Este acontecimiento es muchas
veces dificil de reconocer ya que puede estar relacionado con la presencia de hipertension
arterial no controlada y sin clinica reconocible, valvulopatias no estudiadas o la asociacion
a ciertas mutaciones o alteraciones transmitidas de forma genética. En otras ocasiones, el
suceso inicial es facilmente reconocible, como puede ocurrir tras un sindrome coronario

agudo tipo infarto agudo extenso con deterioro severo de la funcion sistolica.

El tipo de respuesta primaria del corazén depende de la naturaleza del evento inicial: asi
en el caso de la enfermedad coronaria el organismo se debe adaptar con rapidez a la pérdida
de una porcion importante de la masa ventricular, lo cual desencadena una activacion
precoz y mantenida de los sistemas neurohormonales y un cambio rdpido de la estructura
del corazén. Muy diferente es la situacion que ocurre en presencia de la hipertension
arterial no controlada y mantenida, en la que el problema inicial estad en relacién con la
generacion de una respuesta ante una sobrecarga cronica de presion, de volumen o ambas.
No obstante, los estadios finales puede ser indistinguibles, una vez que el deterioro de la

funcion sistolica y la dilatacion ventricular se han establecido®®?.

2.2.2. Mecanismos de compensacion en la IC

La alteracion inicial de la que antes hemos hablado se mantiene en muchas ocasiones de
forma asintomadtica. De hecho, la prevalencia de disfuncion ventricular asintomatica en la
poblacién parece ser al menos tan frecuente como la de pacientes con sindrome clinico. La

disminucidn inicial de la capacidad para adaptar el gasto cardiaco al ejercicio conlleva la
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generacion de una respuesta estereotipada en la que el organismo intenta mantener la
presion de perfusion sobre los 6rganos diana, pero a la vez se produce una reaccion sobre el
organo dafiando (el corazdén). Las respuestas neurohormonales que se activan tienen al
corazon como un 6rgano diana mas, de manera que los cambios que inducen para mantener
la homeostasis del organismo se producen de forma conjunta. Esta situacién de relativo
“bajo gasto” produce una disminucion de la presion de perfusion tisular que es detectada
por los o6rganos barorreceptores y el aparato yuxtaglomerular. El resultado neto es un
aumento de la producciéon de renina que genera un incremento de los niveles de

angiotensina I y de aldosterona.

Por otra parte, se aumenta la descarga del sistema simpatico (ademads estos dos sistemas
se retroalimentan positivamente, de manera que la angiotensina Il promueve la secrecion de
catecolaminas y viceversa). Otras neurohormonas que se incrementan en fases iniciales son
la endotelina y la vasopresina. En general, y desde un punto de vista compensador, todas
estas sustancias producen un aumento de las resistencias periféricas en un intento de
mantener la presion de perfusion y la capacidad del rifidon para sustraer la mayor cantidad
de sodio y agua del filtrado glomerular, con lo que se pretende asegurar la volemia

suficiente para mantener una precarga adecuada.

Las catecolaminas tienen como uno de sus 6rganos diana mas importantes al corazon,
sobre el que generan un aumento de la contractilidad, de la frecuencia y de la capacidad
para relajarse con mayor rapidez, con lo que intentan mantener un gasto adecuado (se
aumenta el volumen latido por un incremento de la contractilidad y a esto se le suma un
aumento de la frecuencia cardiaca). Sin embargo, el problema de esta situacién es su
tendencia a la cronicidad y, con ello, al desarrollo de los efectos negativos inherentes a la
sobreactivacion de los sistemas neurohormonales. Algunos sistemas como las

prostaglandinas o los péptidos natriuréticos actlian como reguladores inversos, ya que sus
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acciones son contrarias a las mencionadas previamente pues producen vasodilatacion y
natriuresis. Su produccion en etapas iniciales puede ayudar a mantener un estado silente de

la enfermedad durante un tiempo variable.

A nivel del corazén la pérdida de la funcién normal intenta compensarse mediante una
adaptacion que sigue la ley de Frank-Starling. Se produce dilatacion de la cavidad, con lo
que aumenta la precarga y con ello el volumen latido; no obstante, esta dilatacion
condiciona un aumento de la tension parietal y del consumo de oxigeno; para evitarlo, se
produce hipertrofia compensadora que, al aumentar el grosor de la pared, restablece la
tension de la misma. De nuevo, el problema se produce cuando se mantienen los estimulos
que condicionan estas respuestas, ya que a la larga se convierten en deletéreos. El cambio

~ r . r 52;54
en la forma y el tamafio del ventriculo es lo que se denomina remodelado cardiaco®*>".

2.2.3 Progresion del fallo cardiaco

El mantenimiento de niveles elevados de ciertos péptidos y neurohormonas induce

multiples efectos a nivel del sistema cardiovascular.

Activacion del sistema neurovegetativo

A nivel cardiaco, los niveles elevados de catecolaminas conducen a un estado denominado
de desensibilizacion adrenérgica, debido a una disminucidon del niimero de receptores
adrenérgicos beta 1, un desacoplamiento con la Adenilato ciclasa o ambos. El nimero de
receptores beta 2 aumenta y también se produce un sobreexpresion de los receptores alfa.
La activacion prolongada de estos receptores se ha asociado con diversos cambios

perjudiciales®?:

- La activacion sostenida de los receptores beta 1 y 2 mantenida produce un
incremento en los niveles de AMPc y de calcio intracelular en los miocitos. Este
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estado es toxico para las células y activa las sefiales secundarias que conducen a la
apoptosis celular, con la consiguiente pérdida de masa util. Se cree que los
receptores alfa vasculares pueden favorecer este estado ya que la vasocronstriccion

que generan aumenta el estrés parietal de los miocitos.

- La activacion de los receptores alfa 1 induce hipertrofia de los miocitos y aumento
del la cantidad de colageno extracelular. Esto conlleva un aumento de las demandas
de oxigeno que justifica que en la IC pueda producirse isquemia en ausencia de

enfermedad coronaria.

- Tanto la activacion de los receptores beta como la de los alfa de forma croénica
pueden favorecer la aparicion de arritmias. Esto es consecuencia tanto del efecto
directo sobre la automaticidad como por la generacion de hipertrofia y fibrosis que

alteran la arquitectura cardiaca y pueden favorecer las arritmias por reentrada.

Sistema renina-angiotensina

La activacion del sistema renina-angiotensina (SRA) da lugar a la formacion de
angiotensina II, que es un potente vasoconstrictor. Activa ademds la aldosterona, hormona
responsable de la retencion de sodio y agua, e interacciona con el sistema simpdtico
potenciando el aumento del tono vascular. Inicialmente se pens6 que la angiotensina II s6lo
se generaba en la circulacion, pero pronto se descubrié que también podia sintetizarse a

nivel tisular.

A nivel sistémico, el estimulo que induce la formacion de angiotensina II se inicia a nivel
renal, donde la disminucién de la presion de perfusion, el aumento de la actividad simpatica
y la reduccion del aporte de sodio a la méacula densa estimulan la secrecion de renina por el
aparato yuxtaglomerular. La renina es una proteasa que cataliza el paso de

angiotensinogeno — liberado por el higado- a angiotensina I, que también es inactiva, y que,
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mediante la enzima de conversion de la angiotensina (ECA), se transforma en angiotensina
II. La ECA activa también la degradacion de bradiquininas que tienen efecto vasodilatador,

hecho que contribuye a potenciar la vasoconstriccion inducida por la angiotensina II.

A su vez, la angiotensina II estimula la secrecion de aldosterona, vasopresina,
catecolaminas y endotelina, mediadores que inducen vasoconstriccion y retencion de sodio

y agua, potenciando asi sus acciones mal adaptativas.

La via tisular ha sido objeto de extensos estudios en los tltimos afios. Se ha demostrado
un aumento de la ECA tisular en situaciones de isquemia y, en general, ante cualquier
aumento de estrés de la pared miocardica. La angiotensina II sintetizada a nivel tisular tiene
un efecto paracrino y autocrino cuyos efectos son hipertrofia, aumento de la fibrosis y

fendmenos de apoptosis.

En resumen, los niveles elevados de angiotensina Il y de aldosterona producen un
incremento mantenido de la volemia que, a la larga, produce congestiéon sistémica y
pulmonar. La vasopresina inhibe la capacidad del rifion para excretar agua libre, lo cual
puede provocar hiponatremia (hallazgo frecuente en etapas avanzadas de la enfermedad y
factor de mal prondstico). Sin embargo, cada vez se conocen mas efectos de la angiotensina
IT y de la aldosterona a nivel vascular y cardiaco, entre los que se incluyen fibrosis vascular
y miocardica, apoptosis y reduccion de las cifras de 6xido nitrico. Estas acciones pueden
ser el vinculo de unién entre las acciones a nivel molecular y la capacidad para disminuir la
muerte subita y el remodelado de los inhibidores del sistema renina-angiotensina-

52;54-56
aldosterona®®” ),
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Activacion del sistema inflamatorio

En la altima década se ha constatado que la IC se acompafia de una importante reaccion
inflamatoria con repercusiones tanto sistémicas como locales. El origen de esta reaccion
inflamatoria ain es desconocido, y probablemente en su activacion intervienen diversos
factores; lo que si parece claro es que ejerce un importante papel en el remodelado
ventricular, la caquexia y la fatiga de los musculos periféricos que presentan los enfermos

con IC Terminal®” (F. igura 11).
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Figura 11. Activacion del Sistema inflamatorio en la Insuficiencia Cardiaca

Estrés miocardico: Péptidos nuratiruréticos

El precusor del péptido natriurético cerebral (BNP) es una pre-prohormona de 134
aminodcidos que es sintetizada en los miocitos. La liberacion de la prohormona BNP

(péptido de 108 aminoacidos) se realiza en respuesta al estrés hemodindmico — es decir, en
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ventriculos dilatados y/o hipertroficos o en aquellos en los que la presion de la pared
aumenta-. Una vez liberado el BPN, actia sobre €l una endoproteasa que da lugar a 2
polipéptidos, uno inactivo (NT-pro-BNP) y la forma activa, el BNP de 32 aminoacidos
entre cuyos efectos estdn producir vasodilatacion arterial, diuresis, natriuresis y la
reduccion de la actividad de los sistemas renina-angiotensina-aldosterona y nervioso
simpatico. En resumen, las acciones del BNP son opuestas a las respuestas fisiologicas

deletéreas que se producen en la IC®*%V,

La determinacion de los niveles de BNP parecen ser utiles en el diagndstico y
estratificacion de los pacientes con IC cronica y mejor predictor de mortalidad que los

(62-63)

niveles de norepinefrina®*®?. También son ttiles en el estudio de sujetos asintomaticos con

riesgo de padecer IC (pacientes ancianos, coronarios, diabéticos, hipertensos y pacientes

sometidos a quimioterapia) .

Los péptidos natriuréticos son eliminados via renal, y la hipervolemia e hipertension
caracteristicos de la insuficiencia renal aumentan los niveles especialmente de NT-pro-
BNP. Con la edad también aumentan los niveles de BNP circulantes, presumiblemente en
relacion con la fibrosis miocardica o la disfuncion renal frecuentes en el anciano. La
hipertension pulmonar también aumenta los niveles de BNP. Estos niveles son
inversamente proporcionales al indice de masa corporal. Todas estas consideraciones deben
ser tenidas en cuenta a la hora de interpretar los niveles de BNP en un paciente en

concreto®%?,

Existen otros marcadores de estrés miocardico como la adrenomedulina y el ST2; sin

embargo, los métodos analiticos para su determinacion aun no estan bien estandarizados®.
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2.2.4 Remodelado de cavidades en la insuficiencia cardiaca

El remodelado cardiaco es importante en la progresion de practicamente todas las
enfermedades cardiovasculares. El remodelado ventricular es un proceso complejo que no
se comprende en su totalidad. Parece que hay multiples vias de retroalimentacioén todavia
sin identificar que responden a los acontecimientos mecanicos, asi como a la estimulacion
neurohormonal y la liberacion de citocinas y otros agentes. En este proceso estan
involucrados los fibroblastos, las proteinas de la matriz extracelular, la vascularizacion

. . . 52:65
coronaria 'y los miocitos cardlacos( ’ ).

En la insuficiencia cardiaca el recambio de la matriz extracelular es el principal factor
determinante de remodelado cardiaco. Las funciones fisioldgicas principales de esta red son
retener la integridad del tejido y la funcién de la bomba cardiaca. El depdsito de coldgeno
se controla y modula a través de factores hormonales, factores de crecimiento, citoquinas,

proteinas reguladoras y/o factores hemodindmicos.

Se precisa un balance adecuado en la sintesis de la matriz extracelular y su degradacion
para un normal mantenimiento de la arquitectura del tejido cardiaco. El exceso de colageno
conduce a una mayor rigidez del miocardio y contribuye al desarrollo de la insuficiencia
cardiaca. Por tanto, el remodelado que inicialmente es una respuesta fisioldgica a ciertos
agentes, se transforma en mecanismo activo en la fisiopatologia de la insuficiencia

cardiaca.

La sintesis de colageno es un proceso intracelular, mientras que su deposito en la matriz
extracelular depende de un correcto equilibrio entre las metaloproteinasas matriciales
(MMP) y los inhibidores de tejido de las MMP. Parece probable que un efecto
paracrino/autocrino de diversas citocinas en las células inflamatorias y miocardicas

interviene activamente en la alteracion del equilibrio normal de la matriz extracelular.
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Se ha demostrado que las citoquinas proinflamatorias, como el factor de necrosis tumoral
alfa (TNFa) y la interleucina (IL) 6 inducen la expresion de las MMP. El TNFa tiene
multiples funciones fisiologicas mediadas por su union a receptores especificos. En los
miocitos cardiacos se han identificado células activadas presentes en el tejido cardiaco,
como macrdofagos, células endoteliales y miocitos, productoras de TNFa, y receptores del

mismo®2%6-67).

La progresion del remodelado ventricular incluye: disminucion y reduccion de miocitos en
el area infartada, dilatacion de la cadmara, fibrosis y formacion de cicatriz, disolucion del
colageno y acumulacién excesiva de la matriz intersticial, aumento del estrés de pared,
hipertrofia de miocito, activacion neurohormonal, liberacion de citocinas, hipertrofia,
necrosis y apoptosis celular y deterioro mantenido de la funcién cardiaca. Es imposible
ordenar la secuencia de acontecimientos, porque los multiples sistemas de

retroalimentacion crean un proceso interactivo.

2.3 DISFUNCION ENDOTELIAL EN LA INSUFICIENCIA CARDIACA

Ademas de ser una barrera entre la sangre circulante y los tejidos subyacentes, el
endotelio juega un papel crucial en la regulacion del tono vascular y en general de la
homeostasis cardiovascular. El endotelio modula el tono vascular mediante la liberacion de
vasodilatadores (como el 6xido nitirico, prostaciclinas, bradicininas etc) y vasoconstrictores
(como la endotelina-1, la angiotensina II etc) (Figura 12) en respuesta a diferentes

, : L 52;55-56;58
estimulos tanto fisicos como bioquimicos ©%356%).

Las funciones reguladoras del endotelio se ven alteradas durante el curso de todas las
enfermedades vasculares, incluyendo la ateroesclerosis, la enfermedad coronaria, la

hipertension, la diabetes mellitus, la preeclampsia...etc. El Oxido Nitrico y la Endotelina-1
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son respectivamente, el mayor vasodilatador y el mayor vasoconstrictor dentro de las
sustancias que libera el endotelio para la regulacion del tono vascular, y su interaccion ha
sido objeto de extensos estudios, existiendo en todas las enfermedades cardiovasculares un

desequilibrio entre el oxido nitrico y la endotelina-1 ®*>%.

El o6xido nitrico, que puede ser producido por practicamente todas las células del
corazon, actia como regulador paracrino, autocrino e intracrino de la funcioén cardiaca a
través de acciones directas sobre los cardiomiocitos y de acciones indirectas, consecuencia
de sus efectos vasculares. En el miocardio, el 6xido nitrico regula, entre otros procesos, el
acoplamiento excitacidn-contraccion, la frecuencia cardiaca, el tono vegetativo, la
respiracion mitocondrial, los procesos de hipetrofia y apoptosis, y la fase tardia del

©8 A escala vascular el 6xido nitrico regula el tono

procondicionamiento isquémico
vascular, la perfusion coronaria, la permeabilidad capilar y la agregacion plaquetaria vy,
ademds desempeinia un importante papel en el control de la angiogénesis, la inflamacion y 1

: . 52;56;59
proliferacion celular vascular®*°%%%,

* Plaquetas * Plaquetas

Al Allg  Thr TGFB, Ach  5-HT ET-1 Ach ADP Thr Bk Productos inactivos

Endotelio

Masculo
liso
vascular

~(T=(TX)

Figura 12. Regulacion del tono vascular
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2.3.1 La endotelina-1 en la fisiopatologia de la insuficiencia cardiaca

La endotelina (ET) es un péptido compuesto por 21 aminoacidos aislado por primera vez
en 1988, ademas de sus propiedades vasoconstrictoras directas, la ET tiene efectos a largo
plazo sobre la proliferacion y fenotipo de las células musculares lisas del endotelio. La
endotelina se sintetiza a partir una pre-prohormona (ET-1 gigante) mediante diversos
enzimas de conversion. Existen 3 isoformas: ET-1, ET-2 y ET-3. La ET-1 es la isoforma
predominante que se sintetiza en el endotelio vascular y es el vasoconstrictor mas potente.
ET-2 estd presente en el rindn y el intestino donde tiene propiedades vasoconstrictoras
similares. ET-3 esta predominantemente en el sistema nervioso central y tiene efectos
vasoconstrictores minimos. Todas estas isoformas son eliminadas répidamente de la
circulacion sanguinea en el rifién, los pulmones y el higado®***. Existen dos receptores de
endotelina: el A y el B. Ambos se expresan en diversas células: células endoteliales, células
musculares lisas, miocardiocitos y fibroblastos. Existe un tercer tipo de receptor, el C, que

i ) ) 52
atin no ha sido aislado en humanos®?.

La liberacion de endotelina por parte de las células endoteliales in vitro puede
estimularse mediante diversas sustancias vasoactivas (p. e€j., la noradrenalina, la
angiotensina-II o la trombina) y citoquinas como el Factor de Crecimiento tumoral beta y la
Interleucina 1beta®?. ET-1 es la isoforma predominante y la mas ampliamente sintetizada
por el endotelio vascular, pero puede sintetizarse también en fibroblastos y miocitos

ventriculares.

En el miocardio normal, el receptor tipo A de endotelina es el predominante en miocitos
cardiacos mientras que el tipo B predomina en fibroblastos. La densidad de receptores de

endotelina es dos veces mayor en el tejido ventricular que en el auricular®?.

_32 .



La activacion del receptor A en las células musculares lisas del endotelio produce tanto
vasoconstriccion como proliferacion de las mismas. En cambio la activacion del recepto
tipo B produce vasodilatacion mediante la liberacion de 6xido nitrico. En humanos,
antagonistas selectivos del receptor tipo A produce vasodilatacion asociada a la produccion

‘o foe (52
de 6xido nitrico®?.

En diversos estudios se ha observado que las concentraciones circulantes de endotelina-1
aumentan en los pacientes con insuficiencia cardiaca, al igual que guardan una relacion
directa con las presiones en arteria pulmonar y, en particular, con la resistencia vascular
pulmonar y el cociente resistencia pulmonar/resistencia sistémica. Estos hallazgos han
llevado a la suposicion de que la endotelina tendria cierta influencia en la génesis de la

: - : . S (o (52:54;55:58
hipertension pulmonar en pacientes con insuficiencia cardiaca®***°**%

En pacientes con insuficiencia cardiaca los niveles plasmaticos de endotelina-1 se
correlacionan con la clase clinica (clase funcional de la New York Heart Association) asi
como con la gravedad de la disfuncion sistdlica. También se ha demostrado que los niveles
plasmaticos de endotelina aumentan en los pacientes con infarto agudo de miocardio y se

correlacionan con el grado de insuficiencia cardiaca (clase Killip) en la fase aguda®*®.

Existen antagonistas de los receptores de la endotelina que se han utilizado para
demostrar los efectos fisiologicos de la misma. Cuando se administra el antagonista de la
endotelina Bosentan a ratas con IC secundaria a infarto de miocardio, bloqueando los
receptores de endotelina A y B, disminuye la presion arterial; este efecto se potencia si se
administra simultaneamente de un inhibidor de la enzima de conversion de la angiotensina.
En miocitos cardiacos cultivados, la endotelina provoca hipertrofia celular asociada a
induccion de genes fetales. Estas observaciones sugieren que los antagonistas de los

receptores de la endotelina podrian ser tutiles en el tratamiento agudo y crénico de los
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pacientes con insuficiencia cardiaca. La administracion de antagonistas de la endotelina en
los pacientes ha demostrado mejorias hemodindmicas, pero se desconocen los efectos a

largo plazo en la progresion de la enfermedad y en la supervivencia.®>>*

La ET-1 podria jugar un importante papel en la inflamacién, ya que aumenta la
permeabilidad vascular, induce la liberacion de ciotoquinas y estimula la produccion de

: ., (52:54
moléculas de adhesion®*>.

La endotelina es expresada en el miocardio, donde tiene un potente efecto inotrépico. Por
una parte, aumenta la sensibilidad de los miofilamentos al calcio. En el corazon insuficiente

p . L . r s (5558
podria tener un efecto inotrdpico negativo, y proarrltmlco( ),

En el corazon humano insuficiente, la estimulacidon cronica de receptores A aumenta los
niveles plasmaticos y miocardicos de endotelina, lo cual conduce a hipertrofia de miocitos

y proliferacion de fibroblastos®™>>).

La sintesis de ET-1 puede ser estimulada “in Vitro” mediante hipoxia, isquemia,
noradrenalina, angiotensina II y vasopresina, asi como por diversas citoquinas
inflamatorias  (interleucina-1b). Muchos de estos estimulos estan aumentados en el
corazon humano insuficiente, contribuyendo asi al remodelado ventricular. En un modelo
con ratas, la sobreexpresion de ET-1 se asocié con un aumento de la expresion de citokinas

inflamatorias y con el desarrollo de miocardiopatia dilatada®

La ET-1 circulante modula la funcién renal y la actividad del sistema renina-angiotensina
y el sistema nervioso simpatico. En sujetos sanos, la ET-1 ayuda a mantener la homeostasis,
mientras en que pacientes con insuficiencia cardiaca, los niveles de ET-1 estan aumentados,

contribuyendo a la vasoconstriccion renal y la retencion de sodio®**Y.
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2.3.2 El 6xido nitrico en la fisiopatologia de la insuficiencia cardiaca

La produccion de 6xido nitrico esta catalizada por tres isoformas principales de la sintasa
del 6xido nitrico, la neuronal (nNOS), la inducible (iNOS) y la endotelial (eNOS) 42 Enel
corazén humano, tanto la forma inducible con la endotelial estan implicadas en vias de
sefializacion que regulan las propiedades contrictiles de los cardiomiocitos. La iNOS se
expresa en el corazon tanto en el endocardio como en el endotelio de los vasos coronarios,
asi como en los cardiomiocitos y en las células especializadas del sistema de conduccion, y
su actividad parece regular el estado contrictil del corazon. La isoforma inducible, que no
se expresa normalmente en el miocardio pero que se sintetiza en respuesta a citoquinas
inflamatorias, producen 6xido nitrico en grandes cantidades. La expresion y la actividad de
la iINOS2 aumenta en el miocardio obtenido de pacientes con insuficiencia cardiaca severa,

posiblemente como resultado del estimulo por parte de citoquinas inflamatorias®*>®.

El estrés parietal y el flujo pulsatil son los mayores estimulos para la liberacion de 6xido
nitrico en condiciones basales. El 6xido nitrico, ademés de producir vasodilatacion, inhibe
la adhesion y agregacion plaquetaria, asi como la proliferacion de células musculares lisas,

la adhesion de monocitos al endotelio y la produccion de endotelina-1°%.

La produccion basal de 6xido nitrico endotelial mejora la contractilidad miocardica y
aumenta la frecuencia cardiaca, mientras la expresion de 6xido nitrico inducible tiene
acciones cardiodepresoras ya que a altas concentraciones produce un efecto inotrdpico

negativo®®.

Los niveles de actividad del oxido nitrico en el miocardio insuficiente humano son
variables y afectan a diversos tipos de oxido nitrico y la heterogeneidad del fallo cardiaco.
Se ha observado un aumento en la actividad de la sintasa endotelial de 6xido nitrico y de la

sintasa neuronal, y un aumento en la producciéon de 6xido nitrico en miocitos de pacientes
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con IC isquémica y en pacientes con miocardiopatia dilatada. La expresion de la sintasa

inducible parece estar relacionada con los niveles de TNF alfa. El 6xido nitrico en el

miocardio insuficiente podria tener tanto efectos beneficiosos como deletéreos:

1.

En un modelo animal de infarto agudo de miocardio, la presencia de eNOS
limitaria la disfuncion ventricular y el remodelado del VI, en parte al diminuir la

hipertrofia de los miocitos en el miocardio no infartado®*>".

Otro modelo animal mostré que el 6xido nitrico disminuia la producciéon de
energia de los miocitos afectando directamente a la funcion mitocontrial. Este
hecho tendria por una parte un efecto beneficioso, ya que reduciria los radicales
libres generados a nivel mitocondrial, y un efecto deletéreo al limitar la energia

disponible para el miocito®”.

Por otra parte, el 6xido nitrico podria disminuir la respuesta inotropica mediada

. . feri (57
por estimulacion beta adrenérgica®”.

La expresion del gen que codifica la sintasa inducible del oxido nitrico, asi como la

produccion local del mismo parece estar aumentada en el musculo esquelético de los

pacientes con IC. Esto podria contribuir a una reduccién en la funcién contractil muscular.

En la Insuficiencia Cardiaca existe un desequilibrio entre las vias enzimaticas que producen

radicales libres y el 6xido nitrico; sin embargo la hipdtesis de que el oxido nitrico

desempefia un importante papel en la etiopatogenia de la insuficiencia cardiaca no

concuerda con el hallazgo de que el 6xido nitrico ejerce un efecto cardioprotector frente a la

isquemia o que en el miocardio insuficiente hay una menor expresion del mismo. Ello

sugiere que los cambios en la expresion de de las isoformas 2 y 3 de la sintasa del 6xido

nitrico puede ser un epifendmeno que acompafia a la insuficiencia cardiaca, pero no su

causa

(56-59)

- 36 -



En la IC cronica existe siempre cierto grado de disfuncion endotelial arterial
probablemente en relacion con una disminucion de la sintesis de oxido nitrico via eNOS,
asi como una menor respuesta del endotelio al 6xido nitrico. No ocurre asi en la funcion
endotelial venosa, ya que se ha demostrado que la capacitancia del lecho venoso esta

preservada en condiciones de IC.

En la IC existe un aumento de radicales libres, que se ha demostrado que inactivan
diversas formas de 6xido nitrico. Existe un estudio que avala esta hipodtesis en el que se
demostr6é que los suplementos de vitamina C en pacientes con IC mejoraban la funcion

endotelial al aumentar la disponibilidad de 6xido nitrico.

2.3.3 Relacion entre la endotelina v el 0xido nitrico en la insuficiencia cardiaca

El correcto equilibrio entre la endotelina y el 6xido nitrico es crucial para mantener la
homeostasis cardiovascular y prevenir la disfuncion endotelial.

La disminucién de 6xido nitrico endotelial es una de las causas de disfuncion endotelial.
Asi, en la insuficiencia cardiaca la liberacion de 6xido nitrico estd inactivada por la
liberacion de radicales libres de oxigeno y el aumento de determinadas citoquinas que
incrementan la expresion de la isoforma inducible, que posee efectos cardiodepresores.

La disminucién de la produccion de oxido nitrico se acompafia generalmente de un
incremento plasmatico de las concentraciones de endotelina-1 y, de la misma forma, el
estrés oxidativo promueve la sintesis de endotelina-1 por el endotelio®™. Por otra parte, el
aumento en los niveles de endotelina-1 incrementa la produccion de 6xido nitrico a través
de los receptores tipo B de endotelina-1 de la células endoteliales induciendo un aumento
en la concentracion del calcio intracelular®”.

Se ha descrito un aumento del estrés oxidativo en la IC, que se debe en parte a la

activacion de los radicales libres y en parte a la disminucion de la actividad antioxidante.

Los radicales libres se forman a consecuencia de la activacién de citoquinas, sobre todo
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TNF-alfa, de la liberacion de 6xido nitrico, de la angiotensina II y también del aumento del
estrés mecanico. Los radicales libres activan genes que median proliferacion, favorecen
fenomenos de apoptosis y la activacion de fibroblastos, mecanismos que median el

remodelado ventricular™.

2.4 LA INFLAMACION EN LA INSUFICIENCIA CARDIACA

Se ha demostrado que la inflamacién juega un importante papel en la patogénesis y
progresion de diversas formas de insuficiencia cardiaca y, por tanto, los marcadores de
inflamacion han sido objeto de una amplia investigacion®’%”.

En 1956 se publicé el primer estudio en el que demostraba que la proteina C reactiva
podia detectarse en pacientes con insuficiencia cardiaca. Multiples estudios posteriores han
demostrado que los niveles elevados de proteina C reactiva constituyen un factor predictor
independiente de mal prondstico en pacientes con insuficiencia cardiaca aguda o crénica.
En el Estudio de Framingahm lo niveles de proteina C reactiva, asi como los de IL-6 y
TNF-a se utilizaron para detectar pacientes ancianos asintomaticos con alto riesgo de

desarrolla IC en el futuro®®7.

En la IC existe un aumento de citoquinas inflamatorias circulantes y de sus receptores
solubles, que contribuyen al deterioro de la funcion cardiaca. Las citoquinas conforman una
amplia familia de péptidos de bajo peso molecular que se activan mediante factores de
transcripcion génica. La mayoria de sus acciones se realizan a través de receptores

localizados en células diana, donde actian de forma paracrina y autocrina.
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2.4.1 Citoquinas en la insuficiencia cardiaca

En la IC se activan las citoquinas que participan de la respuesta inflamatoria que se
produce ante una agresion, el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa), la interleucina 6

(IL-6) y la interleucina 1 (IL-1).

La citoquina mas estudiada en relacion con la IC es el TNF-alfa. Otras citoquinas son la IL-

1b, IL-2, IL-6 y la Proteina C reactiva®*>"%",

Se ha demostrado que los niveles medios de factor de necrosis tumoral alfa son mayores
en los pacientes con insuficiencia cardiaca que en controles sanos, y que aquellos
individuos con mayores cifras circulantes de TNF-alfa estdn mas caquécticos, tienen mayor
actividad de renina plasmdtica y menor concentraciéon de sodio y de hemoglobina,
indicando un grado mas avanzado de enfermedad. Se ha visto ademas que el corazén sano
no expresa TNF mientras que el corazén con disfuncién ventricular si lo hace®**”. Se han
propuestos varios mecanismos a través de los cuales el TNF act@ia sobre la actividad

cardiaca:

1) Desacoplamiento de los receptores beta adrenérgicos de la via de la

adenilciclasa.

2) Activacion de la via de las metaloproteinasas e inhibicion de los receptores de
¢ésta lo cual podria incidir de forma significativa sobre la remodelacion de la matriz

extracelular, conduciendo a dilatacion ventricular.

3) Activacion de la sintasa del 6xido nitrico, lo cual puede relacionarse con una

mayor alteracion en la contractilidad.

4) Hipertrofia en los miocitos cardiacos, sintesis de proteinas sarcoméricas,

induccion de la apoptosis y expresion de genes fetales.
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La Proteina C reactiva es un reactante de fase aguda que se produce en el higado en
respuesta a la interleucina 6. Se han hallado niveles elevados de PCR en pacientes con
fallo cardiaco en correlacion directa con la gravedad e independientemente de la causa

de la disfuncion ventricular®***>") (Figura 13).

Inflamacion/sobrecarga

l / Desacoplamiento de receptores 3

Citoquinas IL-6,
TNF-a, IL-1b

—maf) Alteraciones en la homeostasis del calcio

}

) Respiracion $ Contractilidad
Apoptosis mitocondrial

Figura 13. Mecanismo inotropico negativo de las citoquinas sobre le miocardio. La liberacion local de
citoquinas aumenta la sintesis de oxido nitrico en el miocardio, cuyo efecto inotropico negativo es
multifactorial.

2.4.2 I11L.-6 en la insuficiencia cardiaca

Al igual que en el caso del TNF-a, la IL-6 es una citoquina multifuncional, con acciones
proinflamatorias y vasodepresoras, implicada en la respuesta inmune e inflamatoria. A nivel
cardiovascular, se ha visto que produce disfuncién miocardica, alteraciones en la respuesta

endotelial y agotamiento muscular.
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Existen estudios que muestran niveles elevados de IL-6 en pacientes con IC avanzada, y

que los relacionan con una mayor mortalidad®”.

Junto con su receptor, puede que juegue un papel importante en la remodelacion e
hipertrofia miocéardica. Se ha encontrado relacion entre los niveles de IL-6 y la clase

. , o . o . (6970
funcional asi como con el prondstico de la insuficiencia cardiaca ",

2.4.3 Ciclooxigenasa en la insuficiencia cardiaca

Las ciclooxigenasas 1 y 2 son las enzimas claves en la conversion del acido araquidonico
a prostaglandina H2, el precursor de una familia de mediadores lipidicos donde se incluyen

los tromboxanos y las propias prostaglandinas®**>*" .

Las COX 1y 2 tienen un papel esencial en los procesos de coagulacion, en la funcion
renal, en el mantenimiento e integridad del tracto gastrointestinal y también participan en

. s ., . . r 52
procesos como la inflamacion, la artritis, la enfermedad de Alzheimer y el cancer®?.

La expresion de COX 2 suele ser menor en la mayoria de los tejidos con respecto a la de
COX1. Se induce por un gran variedad de mediadores incluyendo citocinas, factores de

. . .y 52,92
crecimiento, promotores tumorales, o irradiacion UVB®#?)

La COX-2 parece jugar un papel importante en los efectos deletéreos de la inflamacion
sobre el miocardio. Se ha demostrado que en pacientes con IC avanzada, la expresion de
COX-2 en miocitos y células inflamatorias estaba aumentada en zonas fibrosas o de escara,
pero no en areas de miocardio normal; en el miocardio de sujetos controles no se objetivo

expresion de COX-27Y.
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3.- GENETICA DE LA INSUFICIENCIA CARDIACA

Los genes influyen tanto en la etiologia como en la patogenia de practicamente
cualquier trastorno de la fisiologia y del comportamiento humano, incluyendo, por
supuesto los trastornos del sistema cardiovascular. Actualmente se sabe que la base
patogénica de cardiopatias como la miocardiopatia hipertrofica o dilatada hereditarias,
se halla en la mutacion de un gen tnico (7abla 1). Este tipo de trastorno genético no es
lo mas frecuente y, aunque ha sido muy importante para entender los mecanismos de
muchas enfermedades, tiene una importancia limitada en términos poblacionales. Asi,
pacientes con mutaciones genéticas idénticas pueden presentar manifestaciones clinicas
muy diferentes de una cardiomiopatia. Esto sugiere con alta probabilidad que también
los factores ambientales y otro tipo de factores genéticos tienen un papel importante y es
por eso que, para comprender los efectos genéticos en la insuficiencia cardiaca,
debemos tener en cuenta la fisiopatologia, la bioquimica y los mecanismos moleculares,

y dejar a un lado los simplistas modelos mendelianos ®*7*7.
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Tabla 1. Principales mutaciones asociadas a miocardiopatias hereditarias

(52)

MUTACION | ALTERACION CARDIOPATIA
MOLECULAR
15q11-14 Alfa-actina Hipertrofica
Dilatada
2q35 Desmina Dilatada
6q22.1 Fosfolamban Dilatada
14q12 Cadena pesada  alfa- | Hipertrofica
miosina Dilatada
6p24 Desmoplaquina Dilatada
15q22.1 Tropomiosina-1 Hipertroéfica
19q13.4 Troponina I Hipertroéfica

3.1- POLIMORFISMOS GENETICOS EN LA INSUFICIENCIA CARDIACA

Es ampliamente conocido desde hace afios que las enfermedades cardiovasculares
tienen un componente hereditario importante. Esto se deduce de los numerosos estudios

realizados en familias y en gemelos que han descrito el riesgo que comporta tener

familiar afectado.

Sin embargo, la identificacion de los genes responsables del aumento del riesgo ha
sido un proceso lento y dificil, que se ha visto impulsado en los ultimos afios gracias a
los avances en genética que han permitido detectar cambios en la secuencia del ADN

que pueden tener un efecto patdgeno

(72;,74)
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Mutacion y polimorfismo son palabras sindnimas. Ambos se caracterizan por la
coexistencia de dos variedades o alelos del mismo gen, el alelo natural o silvestre y el
alelo mutante. Pero suele reservarse el término de mutaciones para los cambios que
alteran la funcién de la proteina codificada y son poco frecuentes.

En cambio, se denominan polimorfismos si las variaciones son comunes (por
definicion ocurren en mas del 1% de la poblacion) y la afectacion funcional es modesta
o minima. Muchos polimorfismos, sin embargo no tienen consecuencia funcional
alguna. La suma de varios polimorfismos desfavorables puede facilitar la aparicion de
una enfermedad, cuya manifestacion requiere con frecuencia la existencia de un medio
ambiente propicio 7%

Los estudios de caracterizacion de enfermedades poligénicas pueden realizarse
mediante estudios de asociaciéon masivos empleando plataformas de genotipado en las
que se rastrea todo el genoma o mediante el estudio de genes seleccionados por estar
implicados en sistemas fisioldgicos relacionados con la enfermedad, denominados genes
candidatos.

Hasta ahora, la busqueda en genes candidatos ha proporcionado mayor informacion.
Entre los genes candidatos se podrian incluir, aquellos implicados en todos los sistemas

fisiologicos de control de homeostasis cardiovascular asi como los genes que ya han

demostrado implicacion en modelos animales (Tabla 2).

Las limitaciones de este tipo de estudios son consecuencia del escaso poder
estadistico de la mayoria de ellos, la heterogeneidad de las poblaciones estudiadas, y del
escaso efecto de los polimorfismos en una enfermedad multifactorial como es la

insuficiencia cardiaca.

44



(73

Tabla 2. Genes candidatos y principales polimorfismos estudiados en la insuficiencia cardiaca

)

POLIMORFISMO ALELO ASOCIACION | ASOCIACION ASOCIACION
IMPLICADO CONIC CON MCD CON MCH
Sistema RAA
ACE I/D D + + +
AGT M235T T + - +
Sistema simpatico
A2AR Del322-325 | Del + - -
B1AR Ser49Gly Ser + + -
Otros
TNF G-308A A + + +
Sistema endotelial
END1 G8002A A - - +
NOS3 Asp + - -
Glu298Asp
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3.2. POLIMORFISMOS DE GENES IMPLICADOS EN EL SISTEMA

ENDOTELIAL E INFLAMACION EN LA INSUFICIENCIA CARDIACA

3.2.1 Polimorfismos de la Sintasa del Oxido Nitrico

La sintasa endotelial del 6xido nitrico se expresa en las células endoteliales
vasculares y en 1992 se aisl6 el gen que la codifica 7.

El gen de la eNOS (NOS3) se encuentra en el cromosoma 7q35-36 y estd
constituido por 26 exones con un tamafio de 21 kb que codifican un mRNA de 4052
nucleétidos 7*?.Se han descrito diversos polimorfismos en el gen que codifica la
isoforma endotelial de la sintasa del 6xido nitrico, y algunos de ellos han sido

relacionados con el desarrollo de hipertension arterial, enfermedad coronaria e

insuficiencia cardiaca'”” (Tabla 3).
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Tabla 3. Polimorfismos del gen NOS3 y su asociacion con enfermedades cardiovasculares

o)

POLIMORFISMO | LOCALIZACION | CONDICION | RESULTADOS
EVALUADA
Ala27Cys Intron 18 Hipertension _
Gly10Thr Intron 23 Hipertension _
Hipertension +/-
VNTR(CA)n Intron 13,23 Enf.Coronaria +
Hipertension +/-
VNTR(27bp) Intron 4 Enf.Coronaria +/-
IAM
+
Thr-786Cys Region promotora Enf.Coronaria +/-
Enf.Coronaria +/-
Hipertension +/-
Glu298Asp Exon 7 IAM
+/-
Insuf. Cardiaca
+
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En el exon 7 del gen NOS3, se ha descrito un polimorfismo (894G>T) que da lugar a
un cambio de glutamato por aspartato en la posicion 298 de la proteina. La presencia de
aspartato produce un cambio conformacional que dificulta la dimerizacion de la sintasa
del o6xido nitrico endotelial y, como consecuencia funcional, una menor sintesis de
oxido nitrico””*?. Este polimorfismo se ha asociado con desarrollo de HTA ®” con un

(78;81)

mayor riesgo de padecer enfermedad coronaria , y también se ha asociado con una

g . . . . -81-82
mayor susceptibilidad a la insuficiencia cardiaca'’"*'™?,

3.2.2.- Polimorfismos del gen de la Endotelina-1
El gen que codifica la endotelina-1 ha sido identificado como uno de los genes
candidatos implicados en las enfermedades cardiovasculares ®***. El gen que codifica
la endotelina-1 se localiza en el cromosoma 6 y posee 5.5 kilobases. Contiene 5 exones
y 4 intrones.
Se han descrito 6 polimorfismos de este gen, los 4 mas comunes son los siguientes®:
- T-1370G
- +138/ex1 del/ins
- T-37/in2C
- Lys198Asn
De todos ellos el méas estudiado es el que consiste en una transversion de Guanina a
Timina y que se traduce en la sustitucion de lisina por asparragina en el aminoacido 198
de la endotelina 1 (Lys198Asn) . Pocos estudios han analizado la repercusion funcional
de este polimorfismo y los resultados mas frecuentes apuntan a que no existe relacion
entre la presencia del alelo mutante y los niveles de endotelina-1®7.

Este polimorfismo se ha estudiado en relacion con la hipertension arterial aunque no

. . , .., (8384 ., .,
en todos los estudios realizados se demostrd su asociacion ®*Y. También se asoci6 con
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la hipertrofia ventricular izquierda, aunque en dicho estudio no se pudieron
correlacionar los niveles circulantes de endotelina-1 con la presencia del
polimorfismo®®*7.

En relacion con la insuficiencia cardiaca, existe un estudio que analiza la
combinacion de los polimorfismos Lys198Asn de la endotelina-1 'y H323H del receptor
tipo A de la endotelina-1, demostrando su asociaciéon con la presencia de dilatacion

ventricular izquierda y con el riesgo de padecer insuficiencia cardiaca ®¥.

3.2.3.- Polimorfismos del gen de la Ciclooxigenasa

Las ciclooxigenasas 1 y 2 son las enzimas claves en la conversion del acido
araquidonico a prostaglandina H2, el precursor de una familia de mediadores lipidicos

donde se incluyen los tromboxanos y las propias prostaglandinas .

Las COX 1y 2 tienen un papel esencial en los procesos de coagulacion, en la funcién
renal, en el mantenimiento e integridad del tracto gastrointestinal y también participan

en procesos como la inflamacion, la artritis, la enfermedad de Alzheimer y el cancer

93)

La expresion de COX 2 suele ser menor en la mayoria de los tejidos con respecto a la
de COXI. Se induce por un gran variedad de mediadores incluyendo citocinas, factores

de crecimiento, promotores tumorales, o irradiacion UVB (71:92:93)

La COX-2 se expresa esencialmente en el rifién y se regula en respuesta a variaciones
en el volumen intravascular. Los metabolitos de la COX-2 se han implicado en el
mantenimiento del flujo renal, en la liberacion de renina y en la regulacién de la
excrecion de sodio. La inhibicion de COX-2 puede disminuir transitoriamente la
excrecion urinaria de sodio en algunos sujetos e inducir hipertension arterial. Incluso en

algunas condiciones de volumen intravascular disminuido o de hipoperfusioén renal,
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variaciones en la actividad de la COX2 pueden tener efectos deletéreos en el
mantenimiento del filtrado glomerular.

El gen de la COX2 (PTGS2) se localiza en el cromosoma 1q25.2-q25.3 se

extiende 8.3 Kb y contiene 10 exones **°?.

Se han estudiado polimorfismos que pudiesen tener influencia en la funcion de
la COX 2, como el V511A, sin encontrarse diferencias ©2) Recientemente, se ha
demostrado como el polimorfismo -765G>C se asocia a un mayor riesgo de infarto de
miocardio o cerebral al relacionarse con una mayor vulnerabilidad de la placa
ateroesclerotica ©+.

Existen multiples estudios que intentan relacionar la presencia de polimorfismos de la
COX-2 con una mayor predisposicion a diversos eventos cardiovasculares: ictus,
diabetes mellitus, hipertension arterial, aterotrombosis, remodelado a nivel del lecho

(92-96)

vascular etc. Hasta el momento no existen estudios que relacionen el polimorfismo

8473C>T directamente con el desarrollo de insuficiencia cardiaca.

3.2.4.- Polimorfismos del gen de la Interleucina-6

Como ya se ha comentado, la IC es una enfermedad poligénica compleja donde la
inflamacion juega un importante papel. Por tanto, polimorfismos de genes implicados
en la inflamacion son candidatos adecuados para su estudio. La IL-6 es una importante
citoquina proinflamatoria. El gen de la IL-6 en humanos se encuentra situado en el
brazo corto de cromosoma 7 (7p21), mientras que el gen de su receptor (IL-6Ra) se
sitta en el brazo largo del cromosoma 1 (1921)“Y. En los Gltimos afios, se han descrito

distintos polimorfismos de la region promotora del gen de la IL-6, como son el -
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572G>C, el -373A(n)T(n), el -597G>A y el -174G>C, siendo este ultimo el de mayor

prevalencia e importancia bioldgica.

La distribucién alélica del polimorfismo -174G>C gen de la IL-6 parece estar influida
por el origen étnico y la distribucion geografica. Por un lado, se puede observar una
distribucion alélica diferente entre la raza blanca y la afroamericana. El genotipo GG en

(100), ha sido asociado a diabetes mellitus tipo 2,

americanos nativos y caucasicos
mientras un estudio sueco y otro de poblacion franco-canadiense han relacionado al
alelo C con el indice de masa corporal y la obesidad®®'%. Variaciones en el gen de la
IL-6 parecen estar asociadas con la modulacion metabdlica e inflamatoria y, por lo

tanto, en la homeostasis del la glucosa y el riesgo de enfermedad cardiovascular ©*'°V,

El alelo G se ha asociado con el desarrollo de aterosclerosis y enfermedad coronaria®".
El genotipo CC podria estar en relacion con una predisposicion a la disfuncion

endotelial en pacientes sanos fumadores varones, al encontrarse en estos pacientes un

menor flujo absoluto en la arteria braquial.

La relacion entre los niveles circulantes de IL-6 y las variantes del polimorfismo -

174G>C no es consistente, ya que en la literatura existen estudios con diferentes

resultados®”.

Se ha estudiado también este polimorfismo en la muerte subita del lactante, sin

102 .. . . ..
(102) - Asimismo se ha intentado relacionar con variaciones en la

encontrar diferencia
., . . L, 103 . . , .

expresion de la hipertrofia cardiaca sin éxito 199 En un estudio se relaciond la presencia

del alelo C con una mayor predisposicion a presentar fibrilacion auricular tras cirugia

cardiaca %,
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HIPOTESIS

“La insuficiencia cardiaca viene determinada por la contribucion de factores
ambientales (hipertension arterial, cardiopatia isquémica, etc) y factores genéticos. La
evolucién a la disfuncidn sistolica estd determinada fundamentalmente por la etiologia
de la insuficiencia cardiaca y sus efectos sobre el remodelado del musculo cardiaco, sin
embargo no todos los pacientes con la misma etiologia evolucionan hacia la disfuncion
sistolica. Asimismo, la presencia de remodelado cardiaco, entendiendo éste como la
dilatacion del ventriculo izquierdo, aparece en un determinado grupo de pacientes. La
presencia de ciertos perfiles genéticos podria determinar la evolucion a la disfuncion

sistolica y el remodelado ventricular”.
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OBJETIVOS

Primarios

1. Analizar las posibles diferencias en genes que codifican proteinas implicadas
en la regulacion endotelial y la inflamacidon entre pacientes con insuficiencia
cardiaca con disfuncion ventricular sistdlica y con funcion ventricular sistdlica
preservada.

2. Analizar las posibles diferencias en genes que codifican proteinas implicadas en
la regulacion endotelial y la inflamacion entre pacientes con dilatacion y sin

dilatacion del ventriculo izquierdo.

Secundarios

1. Investigar las diferencias encontradas en la distribucion de los genotipos de los
siguientes polimorfismos entre pacientes con insuficiencia cardiaca con disfuncion
sistolica y con funcidn sistolica preservada:

a. Polimorfismo Glu298Asp del gen NOS3.
b. Polimorfismo Lys198Asn del gen EDN-1.
c. Polimorfismo 8473C>T del gen PTGS2.

d. Polimorfismo -174G>C del gen IL-6.
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2. Analizar las posibles diferencias en la distribuciéon de los genotipos de los
siguientes polimorfismos entre pacientes con dilatacion y sin dilatacion del
ventriculo izquierdo:

a. Polimorfismo Glu298Asp del gen NOS3.
b. Polimorfismo Lys198Asn del gen EDN-1.
c. Polimorfismo 8473C>T del gen PTGS2.

d. Polimorfismo -174G>C del gen IL-6.
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1. MATERIAL Y METODOS: POBLACION DE ESTUDIO

1.1.- SELECCION DE PACIENTES

Se incluyeron 190 pacientes que fueron atendidos de forma consecutiva en la Unidad
de Insuficiencia Cardiaca del Hospital Universitario de Salamanca entre Enero de 2006
y Mayo de 2008.

El diagnodstico de insuficiencia cardiaca se realizd atendiendo a los criterios de
Framingahm®?, y se incluy6 a aquellos que cumplian dichos criterios. A todos ellos se
les realiz6 un estudio ecocardiografico (Ecocadiograma-doppler)-

A los pacientes seleccionados se les citd para una nueva revision en la que se
explicaban los objetivos de este estudio, se obtenia el consentimiento informado y se
procedia a la extraccion de 10 ml de sangre periférica mediante venopuncion.

Durante esta visita se completaban los datos de estudio que no figurasen en la historia
antigua consiguiendo los siguientes datos de cada uno de los pacientes:

1. Datos demograficos: edad, sexo.

2. Antecedentes cardiovasculares: hipertension arterial, cardiopatia
isquémica, diabetes mellitus, fibrilacion auricular, enfermedad
pulmonar obstructiva crdnica.

3. Datos ecocardiograficos: fraccion de eyeccidon, dimensiones

ventriculares izquierdas, alteraciones valvulares.

4. Datos analiticos: Ionograma (sodio y potasio). Creatinina.
Hemoglobina.
5. Datos sobre el tratamiento.
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6. Aproximacion en el diagndstico etiolégico de la insuficiencia

cardiaca.

1.2.- GRUPOS DE ESTUDIO

Se agrupo a los pacientes segun la fraccion de eyeccion de cada sujeto, determinando
como punto de corte el 50% para separar la poblacion en dos grupos: pacientes con
disfuncion sistolica, considerando a todos aquellos con fraccidon de eyeccion inferior al
50% y pacientes con funcion sistdlica conservada, considerando a aquellos con fraccion
de eyeccion igual o superior al 50%°.

Se agrupd a los pacientes segin la presencia o no de remodelado ventricular,
entendiendo como tal la dilatacion del ventriculo izquierdo. Se considerd la presencia de
dilatacién atendiendo a los siguientes criterios ecocardiograficos®?:

1) Diametro telediastolico del ventriculo izquierdo en eje paraesternal largo superior
a 60 mm o indice superior a 3,1 cm/m2.

2) Diametro telesistolico del ventriculo izquierdo en eje paraesternal largo superior a

40 mm o indice superior a 2,1cm/m2.
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2. MATERIAL Y METODOS: DISENO DEL ESTUDIO

Realizamos un estudio observacional de casos y controles.

De cada uno de los genes de estudio se realizd6 un andlisis segiin dos grupos
preestablecidos, incluyendo un andlisis por genotipos y otro por alelos. El analisis por
alelos se realizd considerando que el sujeto fuese portador de un tipo de alelo (por
ejemplo portador de alelo G (GG) y portador de alelo T (TT+TG)).

Se realizd inicialmente un andlisis segun el tipo de disfuncion ventricular
predominante atendiendo al valor de la fraccion de eyeccion.

Posteriormente se realizd un andlisis segun la presencia o no de remodelado

ventricular.
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3. METODOS

3.1 EXTRACCION DEL ADN A PARTIR DE SANGRE PERIFERICA

Se obtuvieron 10mL de sangre periférica de cada paciente por venopuncion. Las
células nucleadas de la sangre se aislaron mediante centrifugacion repetida y lisis
eritrocitaria con solucion hipotdnica (centrifugacion de la sangre total en 50mL de
ddH,O durante 30 minutos, 1500 rpm, a 4°C). Tras la recuperacion de la interfase y lisis
de los globulos rojos con agua destilada, se lavaron las células mononucleadas en
tampon Fornace (0.25M Sacarosa; SOmM Tris-HCI pH: 7.5; 25mM KCI; 5SmM MgClp)
y se precipitaron mediante centrifugacion a 580 g durante 20 minutos. El boton de

células nucleadas de la sangre se resuspendi6 en tampon Fornace a una concentracion

estimada de SXIO6 células/mL, tras lo cudl se anadi6 EDTA (acido etilendiamino-
tetraacético, concentracion final 10 mM), SDS (Dodecil sulfato sédico, concentracion
final 1%) y Proteinasa K (Boehringer Mannheim, concentracion final 50 pg/mL). La
mezcla se incubo a 55 °C durante 8-16 horas. Tras la incubacion, se procedio a purificar

el ADN con fenol y cloroformo®.

La concentracion y el grado de contaminacion proteica del ADN asi obtenido, se
calculé tras medir su absorbancia a 260 y 280 nm, respectivamente, en un

espectrofotometro (GeneQuant, Pharmacia) por medio de la siguiente férmula:

pg de DNA/mL = (D.O., ) x (factor de dilucion) x (50)

260

Nota: 50 es un factor de correccion introducido ya que una unidad de densidad Optica con una luz
incidente de 260 nm es el valor de absorbancia que tienen 50 ug de ADN/mL.

El cociente D.O.,/D.O. 250 € utiliza para determinar el grado de contaminacion proteica, considerando

como valores adecuados un cociente entre 1.65 y 2.0. Valores inferiores a los sefialados indican
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contaminacion por proteinas o por solventes organicos, realizandose en estos casos una nueva
purificacion del ADN. Valores superiores parecen indicar un exceso de ARN, el cudl se elimind tratando
la solucién de ADN con ARNasa y purificando nuevamente segin el método antes descrito.

La muestra de ADN con una concentracion aproximada entre 1,000 y 1,500 pg/mL, se almacend en tubos
Eppendorf® a -20°C, con el fin de evitar tanto la degradaciéon progresiva del ADN como su posible

contaminacion por microorganismos.

3.2 AMPLIFICACION DE FRAGMENTOS DE ADN MEDIANTE PCR

Las reacciones de amplificacion se realizaron con los productos comerciales que
contienen Taq DNA polimerasa PCR Supermix (Gibco-BRL) y Master Mix (Promega)
y se emplearon entre 1uL y 4ul. de la mezcla de los dos oligonucledtidos flanqueantes y
1uL del ADN obtenido por el método anteriormente descrito (concentracion = 0,1-0,2

pg/mL).

Para asegurar que no existia contaminacion y que las reacciones eran especificas para
cada muestra de partida, se prepard, como control una reaccion conteniendo todos los
reactivos antes citados excepto ADN molde. Todas las reacciones de amplificacion se
llevaron a cabo en un termociclador automatico y la manipulacion post-PCR se realizo

en un laboratorio distinto de donde se llevo a cabo la extraccion del ADN.

3.3 DISCRIMINACION ALELICA MEDIANTE DIGESTION CON
NUCLEASAS DE RESTRICCION

Incubamos 7-17pL del producto de PCR con 10 unidades de la endonucleasa de
retriccion correspondiente y 2 plL de tampon de digestion a la temperatura especifica de
cada enzima durante un tiempo que varia de 4-7 horas. Posteriormente los alelos se
identificaron mediante su visualizacion por electroforesis en gel de agarosa previamente

tefiido con Bromuro de etidio®. (Figura 14 )
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Figura 14. Discriminacion alélica mediante digestion con enzimas de restriccion
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3.4 DISCRIMINACION ALELICA MEDIANTE PCR CON SONDAS TAQMAN

En la PCR con sondas Tagman, los procesos de amplificacion y deteccion se
producen de manera simultanea en el mismo vial cerrado, sin necesidad de ninguna
accion posterior. Ademas, mediante deteccion por fluorescencia se puede medir durante
la amplificacion la cantidad de ADN sintetizado en cada momento, ya que la emision de
fluorescencia producida en la reaccioén es proporcional a la cantidad de ADN formado.
Esto permite conocer y registrar en todo momento la cinética de la reaccion de
amplificacion’. Los termocicladores para llevar a cabo la PCR con sondas Tagman
incorporan un lector de fluorescencia y estan diseiados para poder medir, en cualquier
momento, la fluorescencia emitida en cada uno de los viales donde se realice la
amplificacion. Los sistemas de deteccion por fluorescencia empleados en la PCR con
sondas Tagman pueden ser de dos tipos: agentes intercalantes y sondas especificas
marcadas con fluorocromos.

Para la discriminacion alélica nosotros hemos empleado sondas especificas
marcadas con fluorocromos. Estas sondas de hibridacion especifica son
oligonucle6tidos marcados con un fluorocromo donador en el extremo 5’ que emite
fluorescencia al ser excitado y un aceptor en el extremo 3’ que absorbe la fluorescencia
liberada por el donador. Para que esto ocurra, las moléculas donadora y aceptora deben
estar espacialmente proximas. Ademads, el espectro de emision de la primera se ha de
solapar con el espectro de absorcion de la segunda. En todos nuestros ensayos de
discriminacion alélica mediante PCR con sondas Tagman los fluorocromos empleados

fueron VIC y FAM®*Y,
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Mientras la sonda esta intacta, la fluorescencia emitida por el donador es absorbida
por el aceptor. Sin embargo, durante la amplificacion del ADN diana, la sonda se
hibrida con su cadena complementaria. Al desplazarse a lo largo de la cadena, en su
accion de sintesis, la ADN polimerasa de Thermus aquaticus, que tiene actividad 5’
exonucleasa, hidroliza el extremo libre 5’ de la sonda, produciéndose la liberacion del
fluorocromo donador. Como donador y aceptor estan, ahora, espacialmente alejados, la

fluorescencia emitida por el primero es captada por el lector®*? (Figura 15).
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Figural5. Mecanismo de la PCR con sondas Tagman.

El incremento de ADN en cada ciclo se corresponde con un aumento de

hibridacién de las sondas, lo que conlleva un aumento en la misma proporcion de
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fluorescencia emitida. El empleo de estas sondas garantiza la especificidad de la

deteccion y permite identificar polimorfismos o mutaciones puntuales.

Nuestro estudio se realizé en un termociclador de Applied Biosystems 7000 que
dispone de varios canales de lectura y permite detectar la emision de distintos
fluorocromos a la vez. De esa manera, se pueden usar varias sondas marcadas con
distintos fluorocromos, para identificar los diferentes alelos descritos en cada uno de los

genes estudiados®**V. (Figura 16 ).
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Figura 16. Discriminacion alélica mediante PCR con sondas Taqman(go_gl).
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3.5.- ANALISIS DEL POLIMORFISMO Glu298Asp DEL GEN NOS3

El polimorfismo 894G>T supone un cambio en la secuencia de aminoacidos
Glu298Asp en la proteina eNOS codificada por el gen NOS3, se estudié mediante
PCR con los cebadores:

* 57 AACCCCCTCTGGCCCACTCCC3’ (sentido)
% 5" TCCATCCCACCCAGTCAAT 3’ (antisentido)

Las condiciones de la PCR fueron: desnaturalizacién: 95° 5 minutos, (1 ciclo).
Desnaturalizacion: 95° 1 minuto; anillamiento: 60° 1 minuto; extension: 72° 1 minuto.
Durante 30 ciclos y un tltimo ciclo de 72° durante 7 minutos.

Se amplificd un fragmento de 200 pb que fue digerido con la endonucleasa de
restriccion Mbol generando dos fragmentos de 101 y 99 pb cuando existia el alelo Asp.

Los genotipos que se determinaron en el andlisis de este polimorfismo fueron:
(Figura 17 )

* Genotipo GG: un fragmento de 200 pb
% Genotipo TT: dos fragmentos de 99pb y 101pb.

* Genotipo GT: tres fragmentos de 200pb, 99pb y 101pb

a a— — A — — ——— 200 pb

— - — - — > 99pb+101pb

Figura 17.- Separacion en gel de agarosa de los fragmentos resultantes de digestion con Mbol del gen
NOS3 amplificado mediante PCR. Los carriles 1, 2, 6, y 9 muestran individuos heterocigotos GT, los

carriles 4, 5, 7, 8, y 10 muestran individuos homocigotos GG, y el carril 3 muestra un homocigoto TT.
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3.6.- ANALISIS DEL POLIMORFISMO Lys198Asn DEL GEN ET-1

El polimorfismo Lys198Asn del gen ET-1 supone un cambio en la secuencia de
aminoacidos Lys198Asn en la proteina endotelina codificada por el gen ET-1. Este
polimorfismo se estudié utilizando el Kit ¢ 598677-1 de Aplied-Biosystem. El software
del sistema genera una representacion bidimensional de la distribucion de los genotipos

tal y como se muestra en la Figura 18.
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Figura 18.- Representacion grdfica de la amplificacion de genotipos del polimorfismo ET-1 Lys198Asn.
En color azul genotipo TT, en color gris controles negativos, en color rojo genotipo GG, y en color verde

genotipo GT
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3.7.- ANALISIS DEL POLIMORFISMO 8473C>T del gen PTGS2

El polimorfismo 8473C>T del gen PTGS2 se amplificé con los cebadores: (Figura 19)

* 5-ATGCACTGACCTGTTTTTGTTT-3’ (sentido)

% 5’-GTTTCCAATGCATCTTCCATGA- 3’ (antisentido)
Mediante las sondas para genotipado:

*» FAM: 5>-TGACAFAAAATGACCAAA-3’

* VIC: 5-TGACAGAAAATGAAAATAACC-3

8.
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0.26 0.50 1.00 140 200 250 ann 350 3.84

Figura 19.- Representacion grdfica de la amplificacion de genotipos del gen PTGS2. En color azul

genotipo TT, en color gris controles negativos, en color rojo genotipo CC, y en color verde genotipo TC
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3.8.- ANALISIS DEL POLIMORFISMO -174G>C del gen IL-6

El polimorfismo del gen IL-6 se amplifico con los cebadores: (Figura 20)

* 5-TGACGACCTAAGCTGCACTTTTC-3’ (sentido)

* 5’-GGCTGATTGGAAACCTTATTAAGA- 3’ (antisentido)
Mediante las sondas para genotipado:

* FAM: 5’-TCTTGCCATGCTAAA-3’

* VIC: 5’>-TCTTGCGATGCTAAA-3’
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Figura 20.- Representacion grdfica de la amplificacion de genotipos del polimorfismo - 174G>C del gen
IL6. En color azul genotipo GG, en color gris controles negativos, en color rojo genotipo CC, y en color

verde genotipo CG
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4. ANALISIS ESTADISTICO

Analisis descriptivo

Los resultados para variables continuas fueron expresados como media + desviacion
estandar. Los resultados para variables cualitativas fueron expresados en porcentaje de
frecuencias sobre el total de la muestra.

Analisis univariante

Las variables cualitativas se analizaron con el test chi cuadrado. Las variables continuas
se analizaron mediante el test T-de student.

Analisis Multivariante

Las variables que alcanzaron significacion estadistica en el analisis univariante se
analizaron posteriormente mediante regresion logistica.

En todos los casos se considerara que existen diferencias estadisticamente significativas cuando

se obtengan valores de p<0.05. El analisis estadistico se realizé con el programa SPSS 15.0.

RESULTADOS

1. Test de Equilibrio de Hardy-Weinberg

Se realiz6 el test de equilibrio de Hardy-Weinberg en las poblaciones incluidas en el
estudio de los polimorfismos 894G>T del gen NOS3, Lys198Asn del gen ET-1,
8473C>T del gen PTGS2 y -174G>C del gen IL-6 y no se hallaron diferencias
significativas (P> 0.05), por lo que deducimos que no hay evidencias de desequilibrio

entre los grupos a estudio ®7.
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2. Descripcion de la poblacion en estudio

Las caracteristicas clinicas y demograficas de la poblacion de estudio se muestran en la

tabla 4.

Tabla 4 Caracteristicas clinicas y demogrdficas

CARACTERISTICAS CLINICAS
Y DEMOGRAFICAS DE LA y X +DS
0
POBLACION ESTUDIADA
EDAD 73,4+ 9,8
EDAD VARONES 7113
EDAD MUJERES 7716
EDAD > 65 afios 83,2
VARONES 59,5
C.ISQUEMICA 42,6
DIABETES MELLITUS 35,3
HIPERTENSION ARTERIAL 63,7
DILATACION VI 55,3
FIBRILACION AURICULAR 59,5
VALVULOPATIA 53,2
EPOC 18,4
FE 45+ 15,4
FE < 50% 53,6
FC (latidos por minutos) 72 + 12
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En relacion con la clase funcional de los pacientes el 64% se encontraba en clase
funcional I de la New York Heart Association (NYHA), el 27% en clase funcional III y
el 1% en clase funcional IV. El 8% de los pacientes se encontraba asintomatico en el

momento de la visita (Figura 21).

CLASE FUNCIONAL NYHA

1%

of
mff
miif
|V

Figura 21. Distribucion de los pacientes segun su clase funcional

Los datos de laboratorios recogidos se describen en la tabla 5, donde se muestran los

valores maximos, mininos y media con desviacion estandar.

Tabla 5. Descripcion de los datos de laboratorio recogidos

PARAMETROS VALOR VALOR X +DS
ANALITICOS MINIMO MAXIMO
SODIO( mmol/L) 124 152 13918
POTASIO( mmol/1) 3,1 59 4,3%0,5
CREATININA (mg/dl) 0,6 2.8 1+0,4
HEMOGLOBINA (g/dl) 7,9 16,9 13,1+1,9
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En relacion con el tratamiento recibido (Figura 22), el 76,3% de los pacientes estaba
bajo tratamiento con IECA o ARA II y solo el 48,4% estaba bajo tratamiento con
betabloqueantes. El 38% en tratamiento con inhibidores de la aldosterona. El 85,3% en
tratamiento con diuréticos. El 40% bajo tratamiento con digital. E1 40% en tratamiento
con AAS, el 51% con anticoagulantes, el 37,7% en tratamiento con estatinas, el 16,3%
con ADO, el 15,6% con insulina, el 13,2% con amiodarona, el 9,2% con hierro, el 1%

con EPO

[ ] 38% INHIBIDORES ALDOSTERONA

Figura 22. Tratamientos recibidos.
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Al comparar los datos distribuyéndolos segun presenten o no disfuncién sistolica,

obtuvimos los siguientes datos (Tabla 6):

Tabla 6. Distribucion de las caracteristicas clinicas de los pacientes segun el tipo de disfuncion

ventricular predominante.

FE > 50% FE < 50%
CARACTERISTICAS (%) (%) P
CLINICAS Y DEMOGRAFICAS
DE LA POBLACION
ESTUDIADA

EDAD (media) 75,76 71,45 0,09
EDAD > 65 afios 89,8 77,5 0,024
VARONES 44,4 72,5 0,00
CISQUEMICA 37,5 471 0,18
HTA 71,6 56,9 0,03
DIABETES MELLITUS 341 36,3 0,75
VALVULOPATIA 48 59 0,13
EPOC 17,8 19,3 0,8
FA 69 52 0,01
DILATACION VI 15,9 89,2 0,00
INFARTO MIOCARDIO 20,5 34,3 0,03
HEMOGILOBINA < 13 mg/dl 50,7 30,8 0,01
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La clase funcional de los pacientes con disfuncion sistolica y diastélica se muestra en las

figuras 23 y 24. No se encontraron diferencias significativas (P> 0,05).

CLASE FUNCIONAL NYHA EN PACIENTES CON FE250% (n =88)
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Figura 23. Distribucion de la clase funcional en pacientes con funcion sistolica preservada

CLASE FUNCIONAL NYHA EN PACIENTES CON FE<50% (n =102)
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Figura 24. Distribucion de la clase funcional en pacientes con disfuncion sistolica.
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El tratamiento farmacolégico segin los pacientes presentasen o no disfuncién sistélica se

muestra en la tabla 7:

Tabla 7. Tratamientos recibidos segun el tipo de disfuncion ventricular predominante.

GRUPO FE > 50% FE < 50% P
FARMACOLOGICO (%) (%)
IECA/ARA II 37,6 425 0,7
BETABLOQUEANTES 17,1 33,7 0,00
ANTIAGREGANTES 13,3 28,7 0,00
ESTATINAS 13,3 24,4 0,01
INHIBIDORES
ALDOSTERONA 12,7 27,1 0,00
DIURETICOS 41,1 48,9 0,4
AMIODARONA 5 7 0,7
ANTICOAGULANTES 27 27,5 0,1
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Realizamos una distribuciéon de la muestra en dos grupos segin presenten o no

remodelado del VI y los resultados obtenidos se muestran en la tabla 8:

Tabla 8. Caracteristicas clinicas segun la presencia o no de remodelado ventricular

CARACTERISTICAS VINO VI DILATADO P
DILATADO (%)
(%0)
EDAD (media) 75,5 71,7 0,09
EDAD > 65 afios 85,9 81 0,3
VARONES 41,2 74,3 0,00
C.ISQUEMICA 40 448 0,5
INFARTO AGUDO MIOCARDIO 23,5 31,4 0,27
HTA 74,1 55,2 0,00
DIABETES MELLITUS 353 352 0,9
VALVULOPATIA 56,5 50,5 0,41
EPOC 17,6 19,2 0,7
FA 65,5 55,2 0,14
FE < 50% 12,9 86,7 0,00
FE (media) 56,5 35,7 0,00
FRECUENCIA CARDIACA (Ipm) media 74,5 70,8 0,03
HEMOGLOBINA < 13 g/dl 49,3 32,5 0,03
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La clase funcional segin los pacientes presentasen o no dilataciéon del ventriculo

izquierdo se muestra en las figuras 25 y 26. No se encontraron diferencias significativas.

CLASE FUNCIONAL NYHA EN PACIENTES CON VI DILATADO (n=105)
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Figura 25. Distribucion de la clase funcional en pacientes con dilatacion de ventriculo izquierdo.

CLASE FUNCIONAL NYHA EN PACIENTES CON VI NO DILATADO (n=85)
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Figura 26. Distribucion de la clase funcional en pacientes con ventriculo izquierdo no dilatado.
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En relacién con los tratamientos farmacologicos administrados segin existiese 0 no

remodelado ventricular los resultados se muestran en la tabla 9:

Tabla 9. Tratamientos recibidos segun la presencia o no de dilatacion ventricular izquierda.

GRUPO FARMACOLOGICO | VI NO DILATADO (%) | VI DILATADO (%) | P
IECA/ARA II 33,1 47 0,06
BETABLOQUEANTES 18,2 32,6 0,01
ANTIAGREGANTES 18,3 28,2 0,00
ESTATINAS 13,9 23,9 0,08
INHIBIDORES ALDOSTERONA 13,8 26 0,02
DIURETICOS 39,4 50,6 0,6
AMIODARONA 39 7,8 0,27
ANTICOAGULANTES 27,4 26,8 0,08
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3. Analisis del Polimotfismo Glu298Asp del gen de la Sintasa Endotelial del Oxido

Nitrico (NOS3)

3.1. Analisis por genotipos
El estudio de la distribucioén de genotipos del gen NOS3 en relacidn con las variables
clinicas y demograficas estudiadas no mostré ninguna diferencia significativa. Los

resultados se muestran en las siguientes tablas: (tabla 10 a tabla 20)

Tabla 10. Distribucion de genotipos del polimorfismo del gen NOS segun la edad (p= 0.7)

NOS
GG GT TT Total

edad65 <65 Recuento 13 14 5 32
% de edad65 40,6% 43,8% 15,6% 100,0%

>=65 Recuento 68 61 29 158

% de edad65 43,0% 38,6% 18,4% 100,0%

Total Recuento 81 75 34 190
% de edad65 42,6% 39,5% 17,9% 100,0%

Tabla 11. Distribucion de genotipos del polimorfismo del gen NOS segun el sexo (p = 0.34)

NOS
GG GT TT Total

sexo mujer  Recuento 31 34 12 77
% de sexo 40,3% 44,2% 15,6% 100,0%

varon  Recuento 50 41 22 113

% de sexo 44.2% 36,3% 19,5% 100,0%

Total Recuento 81 75 34 190
% de sexo 42,6% 39,5% 17,9% 100,0%
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Tabla 12. Distribucion de genotipos del polimorfismo del gen NOS segun el antecedente de cardiopatia

isquémica (p = 0.519)

NOS
GG GT TT Total

C.IsQ NO Recuento 45 47 17 109
% de C.ISQ 41,3% 43,1% 15,6% 100,0%

SI Recuento 36 28 17 81

% de C.ISQ 44,4% 34,6% 21,0% 100,0%

Total Recuento 81 75 34 190
% de C.ISQ 42,6% 39,5% 17,9% 100,0%

Tabla 13. Distribucion de genotipos del polimorfismo del gen NOS segun la presencia de Diabetes
Mellitus (p = 0.831)

NOS
GG GT TT Total

DM NO Recuento 51 50 22 123
% de DM 41,5% 40,7% 17,9% 100,0%

SI Recuento 30 25 12 67

% de DM 44,8% 37,3% 17,9% 100,0%

Total Recuento 81 75 34 190
% de DM 42,6% 39,5% 17,9% 100,0%

Tabla 14. Distribucion de genotipos del polimorfismo del gen NOS segun la presencia de hipertension

arterial (p = 0.11)

NOS
GG GT TT Total

HTA NO Recuento 35 22 12 69
% de HTA 50,7% 31,9% 17,4% 100,0%

SI Recuento 46 53 22 121

% de HTA 38,0% 43,8% 18,2% 100,0%

Total Recuento 81 75 34 190
% de HTA 42,6% 39,5% 17,9% 100,0%
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Tabla 15. Distribucion de genotipos del polimorfismo del gen NOS segun el tipo de disfuncion

ventricular predominante (p = 0.463)

NOS
GG GT TT Total

FE50 <50 Recuento 46 40 16 102
% de FE50 45,1% 39,2% 15,7% 100,0%

>=50  Recuento 35 35 18 88

% de FE50 39,8% 39,8% 20,5% 100,0%

Total Recuento 81 75 34 190
% de FE50 42,6% 39,5% 17,9% 100,0%

Tabla 16. Distribucion de genotipos del polimorfismo del gen NOS segun la presencia o no de

remodelado ventricular (p = 0.1)

NOS
GG GT TT Total

Vldilatado NO Recuento 30 40 15 85
% de VI dilatado 35,3% 47,1% 17,6% 100,0%

SI Recuento 51 35 19 105

% de VI dilatado 48,6% 33,3% 18,1% 100,0%

Total Recuento 81 75 34 190
% de VI dilatado 42,6% 39,5% 17,9% 100,0%

Tabla 17. Distribucion de genotipos del polimorfismo del gen NOS segun la presencia o no de

fibrilacion auricular (p = 0.7)

NOS
GG GT TT Total

fa no Recuento 30 29 17 76
% de fa 39,5% 38,2% 22,4% 100,0%

si Recuento 51 45 17 113

% de fa 45,1% 39,8% 15,0% 100,0%

Total Recuento 81 74 34 189
% de fa 42,9% 39,2% 18,0% 100,0%
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Tabla 18. Distribucion de genotipos del polimorfismo del gen NOS segun la clase funcional de la NYHA
Agrupados segun fuese I-1I versus III-1V (p = 0.168)

Clase Funcional NOS
NYHA GG GT TT Total

I-11 Recuento 54 59 23 136

% de CF I-Il vs llI-IV 39,7% 43,4% 16,9% 100,0%

n-1v Recuento 27 16 11 54

% de CF I-Il vs IlI-IV 50,0% 29,6% 20,4% 100,0%

Total Recuento 81 75 34 190
% de CF I-Il vs llI-IV 42,6% 39,5% 17,9% 100,0%

Tabla 19 . Distribucion de genotipos del polimorfismo del gen NOS segun la presencia o no de

valvulopatia significativa (p = 0.338)

NOS
GG GT TT Total

valvulopatia  No Valvular  Recuento 40 35 14 89
% de valvulopatia 44,9% 39,3% 15,7% 100,0%

Valvular Recuento 41 40 20 101

% de valvulopatia 40,6% 39,6% 19,8% 100,0%

Total Recuento 81 75 34 190
% de valvulopatia 42,6% 39,5% 17,9% 100,0%

Tabla 20. Distribucion de genotipos del polimorfismo del gen NOS segun la presencia de enfermedad

pulmonar obstructiva cronica (p = 0.894)

NOS
GG GT TT Total

EPOC NO Recuento 67 60 27 154
% de EPOC 43,5% 39,0% 17,5% 100,0%

SI Recuento 14 15 6 35

% de EPOC 40,0% 42,9% 17,1% 100,0%

Total Recuento 81 75 33 189
% de EPOC 42,9% 39,7% 17,5% 100,0%
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Al analizar la distribucion de genotipos del polimorfismo estudiado del gen NOS3
tampoco encontramos diferencias significativas en relacion con los tratamientos

administrados

3.2. Analisis por alelos

Cuando estudiamos la distribucion de alelos del gen NOS3 tampoco encontramos
diferencias significativas en relacion con ninguna de las variables clinicas ni

demograficas analizadas

4. Analisis del Polimorfismo Lys198Asn del gen de 1a Endotelina-1

4.1. Analisis por genotipos
El estudio de la distribucion de genotipos del polimorfismo del gen de la Endotelina-
1 en relacidon con las variables clinicas y demograficas se muestran en las siguientes

tablas: (tabla 21 a tabla 31)

Tabla 21. Distribucion de genotipos del polimorfismo del gen ET-1 segun
la edad de los pacientes (p = 0.227)

ET-1
GG GT TT Total

edad65 <65 Recuento 23 9 0 32
% de edad65 71,9% 28,1% ,0% 100,0%

>=65 Recuento 107 40 11 158

% de edad65 67,7% 25,3% 7,0% 100,0%

Total Recuento 130 49 11 190
% de edad65 68,4% 25,8% 5,8% 100,0%
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Tabla 22. Distribucion de genotipos del polimorfismo del gen ET-1 segun el sexo de los pacientes

(p=0.1)
ET-1
GG GT TT Total

sexo mujer  Recuento 56 15 6 77
% de sexo 72,7% 19,5% 7,8% 100,0%

varon  Recuento 74 34 5 113

% de sexo 65,5% 30,1% 4,4% 100,0%

Total Recuento 130 49 11 190
% de sexo 68,4% 25,8% 5,8% 100,0%

Tabla 23. Distribucion de genotipos del polimorfismo del gen ET-1 segun el antecedente de cardiopatia

isquemica (p =0.721)

ET-1
GG GT TT Total

C.IsQ NO Recuento 75 28 6 109
% de C.ISQ 68,8% 25,7% 5,5% 100,0%

SI Recuento 55 21 5 81

% de C.ISQ 67,9% 25,9% 6,2% 100,0%

Total Recuento 130 49 11 190
% de C.ISQ 68,4% 25,8% 5,8% 100,0%

Tabla 24. Distribucion de genotipos del polimorfismo del gen ET-1 segun el antecedente de diabetes

mellitus (p = 0.577)

ET-1
GG GT TT Total

DM NO Recuento 82 32 9 123
% de DM 66,7% 26,0% 7,3% 100,0%

Si Recuento 48 17 2 67

% de DM 71,6% 25,4% 3,0% 100,0%

Total Recuento 130 49 11 190
% de DM 68,4% 25,8% 5,8% 100,0%
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Tabla 25. Distribucion de genotipos del polimorfismo del gen ET-1 segun el antecedente de hipertension

arterial (p =0.03)

ET-1
GG GT TT Total

HTA NO Recuento 45 16 8 69
% de HTA 65,2% 23,2% 11,6% 100,0%

SI Recuento 85 33 3 121

% de HTA 70,2% 27,3% 2,5% 100,0%

Total Recuento 130 49 11 190
% de HTA 68,4% 25,8% 5,8% 100,0%

Tabla 26. Distribucion de genotipos del polimorfismo del gen ET-1 segun el tipo de disfuncion

ventricular predominante (p = 0.237)

FRACCION ET-1
DE EYECCION
(%) GG GT TT Total
<50 Recuento 66 28 8 102
% de FE50 64,7% 27,5% 7,8% 100,0%
>=50  Recuento 64 21 3 88
% de FE50 72,7% 23,9% 3,4% 100,0%
Total Recuento 130 49 11 190
% de FE50 68,4% 25,8% 5,8% 100,0%

Tabla 27. Distribucion de genotipos del polimorfismo del gen ET-1 segun la presencia o no de

remodelado ventricular (p = 0.02)

ET-1

VI dilatado GG GT TT Total
NO Recuento 67 15 3 85
% de VI dilatado 78,8% 17,6% 3,5% 100,0%
SI Recuento 63 34 8 105
% de VI dilatado 60,0% 32,4% 7,6% 100,0%
Total Recuento 130 49 11 190
% de VI dilatado 68,4% 25,8% 5,8% 100,0%
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Tabla 28. Distribucion de genotipos del polimorfismo del gen ET-1 segun el antecedente de fibrilacion
auricular (p = 0.231)

FIBRILACION ET-1
AURICULAR GG GT TT Total
no Recuento 57 16 3 76
% de fa 75,0% 21,1% 3,9% 100,0%
si Recuento 73 32 8 113
% de fa 64,6% 28,3% 7,1% 100,0%
Total Recuento 130 48 11 189
% de fa 68,8% 25,4% 5,8% 100,0%

Tabla 29. Distribucion de genotipos del polimorfismo del gen ET-1 segun la clase funcional de la NYHA

agrupados segun fuese I-II versus III-IV (p = 0.532)

CLASE ET-1
FUNCIONAL
NYHA GG GT TT Total
Il Recuento 92 35 9 136
% de CF I-Il vs IlI-IV 67,6% 25,7% 6,6% 100,0%
H-1v Recuento 38 14 2 54
% de CF I-Il vs IlI-IV 70,4% 25,9% 3,7% 100,0%
Total Recuento 130 49 11 190
% de CF I-Il vs IlI-IV 68,4% 25,8% 5,8% 100,0%

Tabla 30. Distribucion de genotipos del polimorfismo del gen ET-1 segun la presencia o no de

valvulopatia significativa (p = 0.538)

ET-1

VALVULOPATIA GG GT TT Total
NO Recuento 59 25 5 89
% de valvulopatia 66,3% 28,1% 5,6% 100,0%
Si Recuento 71 24 6 101
% de valvulopatia 70,3% 23,8% 5,9% 100,0%
Total Recuento 130 49 11 190
% de valvulopatia 68,4% 25,8% 5,8% 100,0%
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Tabla 31. Distribucion de genotipos del polimorfismo del gen ET-1 segun la presencia o no de

enfermedad pulmonar obstructiva cronica (p = 0.952)

ET-1

EPOC GG GT TT Total
NO Recuento 105 40 9 154
% de EPOC 68,2% 26,0% 5,8% 100,0%
SI Recuento 24 9 2 35
% de EPOC 68,6% 25,7% 5,7% 100,0%
Total Recuento 129 49 11 189
% de EPOC 68,3% 25,9% 5,8% 100,0%

Al analizar la distribucion de genotipos del polimorfismo del gen ET-1 en

con los tratamientos recibidos no se encontraron diferencias significativas.

4.2. Analisis por alelos

relacion

Al realizar el andlisis segin los individuos fuesen portadores o no del alelo T del

polimorfismo del gen de la endotelina-1 estudiado, se encontraron diferencias

significativas en relacion con la presencia de remodelado ventricular izquierdo (tablas

32 y 33) siendo hasta casi 2 veces mas frecuente encontrar dilatacién del ventriculo

izquierdo en portadores del alelo T de este polimorfismo (p= 0,006; intervalo confianza

95% 1,05 a 1,6; OR 1,9).

En relacion con el resto de variables analizadas no se encontraron diferencias

significativas segun los individuos fuesen o no portadores del alelo T.
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Tabla 32. Distribucion por alelos del polimorfismo del gen ET-1 segun la presencia o no de remodelado

ventricular izquierdo (p = 0.00)

ET-1

VI dilatado TT/GT GG Total
NO Recuento 18 67 85
% de VI dilatado 21,2% 78,8% 100,0%
Si Recuento 42 63 105
% de VI dilatado 40,0% 60,0% 100,0%
Total Recuento 60 130 190
% de VI dilatado 31,6% 68,4% 100,0%

Tabla 33. Estimacion de riesgo de dilatacion de VI en portadores del alelo T analizados

Intervalo de confianza al
Valor 95%
Inferior Superior Inferior
Razén de las ventajas para VI
,403 ,210 J72
dilatado (NO / SI)
Para la cohorte =t o gt 529 330 849
Para la cohorte = gg 1,314 1,085 1,590
N de casos validos 190
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5. Analisis del Polimorfismo 8473C>T del gen de la Ciclooxigenasa-2 (PTGS2)

5.1 Analisis por genotipos

El estudio de la distribucion de genotipos del polimorfismo 8473C>T del gen PTGS2
en relacion con las variables clinicas y demograficas estudiadas no mostré ninguna

diferencia significativa. Los resultados se muestran en las siguientes tablas: (tabla 34 a

tabla 44).

Tabla 34 . Distribucion de genotipos del polimorfismo del gen PTGS2 segun los individuos fuesen
mayores o no de 65 aiios (p = 0.345)

COX2

edad CcC CT TT Total
<65 Recuento 18 12 2 32
% de edad65 56,3% 37,5% 6,3% 100,0%
>=65 Recuento 64 76 18 158
% de edad65 40,5% 48,1% 11,4% 100,0%
Total Recuento 82 88 20 190
% de edad65 43,2% 46,3% 10,5% 100,0%

Tabla 35 .Distribucion de genotipos del polimorfismo del gen PTGS2 segun el sexo (p = 0.5)

COX2

sexo CcC CT TT Total
mujer  Recuento 29 40 8 77
% de sexo 37,7% 51,9% 10,4% 100,0%
varon  Recuento 53 48 12 113
% de sexo 46,9% 42,5% 10,6% 100,0%
Total Recuento 82 88 20 190
% de sexo 43,2% 46,3% 10,5% 100,0%
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antecendente de cardiopatia isquémica (p = 0.5)

Tabla 36 .Distribucion de genotipos del polimorfismo del gen PTGS2 segun la presencia del

CARDIOPATIA COX2
ISQUEMICA cC CT TT Total
NO Recuento 51 46 12 109
% de C.ISQ 46,8% 42,2% 11,0% 100,0%
SI Recuento 31 42 8 81
% de C.ISQ 38,3% 51,9% 9,9% 100,0%
Total Recuento 82 88 20 190
% de C.ISQ 43,2% 46,3% 10,5% 100,0%

Mellitus (p = 0.238)

Tabla 37 . Distribucion de genotipos del polimorfismo del gen PTGS2 segun la presencia de Diabetes

COX2

DM cC CT TT Total
NO Recuento 54 59 10 123
% de DM 43,9% 48,0% 8,1% 100,0%
SI Recuento 28 29 10 67
% de DM 41,8% 43,3% 14,9% 100,0%
Total Recuento 82 88 20 190
% de DM 43,2% 46,3% 10,5% 100,0%

arterial (p = 0.77)

Tabla 38. Distribucion de genotipos del polimorfismo del gen PTGS2 segun la presencia de hipertension

COX2

HTA ccC CT TT Total
NO Recuento 29 35 5 69
% de HTA 42,0% 50,7% 7,2% 100,0%
SI Recuento 53 53 15 121
% de HTA 43,8% 43,8% 12,4% 100,0%
Total Recuento 82 88 20 190
% de HTA 43,2% 46,3% 10,5% 100,0%
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Tabla 39 .Distribucion de genotipos del polimorfismo del gen PTGS2 segun el tipo de disfuncion

ventricular predominante (p = 0.741)

FRACCION COX2
EYECCION % CcC CT TT Total
<50 Recuento 42 50 10 102
% de FE50 41,2% 49,0% 9,8% 100,0%
>=50  Recuento 40 38 10 88
% de FE50 45,5% 43,2% 11,4% 100,0%
Total Recuento 82 88 20 190
% de FE50 43,2% 46,3% 10,5% 100,0%

Tabla 40. Distribucion de genotipos del polimorfismo del gen PTGS2 segun la presencia o no de

remodelado ventricular izquierdo (p = 0.548)

COX2

VI dilatado cC CT TT Total
NO Recuento 34 41 10 85
% de VI dilatado 40,0% 48,2% 11,8% 100,0%
SI Recuento 48 47 10 105
% de VI dilatado 45,7% 44.,8% 9,5% 100,0%
Total Recuento 82 88 20 190
% de VI dilatado 43,2% 46,3% 10,5% 100,0%

Tabla 41. Distribucion de genotipos del polimorfismo del gen PTGS2 segun la presencia o no de
fibrilacion auricular (p = 0.4)

FIBRILACION COX2
AURICULAR ccC CT TT Total
no Recuento 35 32 9 76
% de fa 46,1% 42,1% 11,8% 100,0%
si Recuento 46 56 1" 113
% de fa 40,7% 49,6% 9,7% 100,0%
Total Recuento 81 88 20 189
% de fa 42,9% 46,6% 10,6% 100,0%
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Tabla 42. Distribucion de genotipos del polimorfismo del gen PTGS2 segun la clase funcional de la

NYHA agrupados segun fuese I-1I versus III-1V (p = 0.6)

CLASE COX2
FUNCIONAL ccC CT TT Total
-1l Recuento 55 66 15 136
% de CF I-Il vs IlI-IV 40,4% 48,5% 11,0% 100,0%
H-1v Recuento 27 22 5 54
% de CF I-Il vs IlI-IV 50,0% 40,7% 9,3% 100,0%
Total Recuento 82 88 20 190
% de CF I-Il vs IlI-IV 43,2% 46,3% 10,5% 100,0%

Tabla 43. Distribucion de genotipos del polimorfismo del gen PTGS2 seguin la presencia o no de

valvulopatia significativa (p= 0,366)

COX2

VALVULOPATIA CcC CT TT Total
NO Recuento 43 36 10 89
% de valvulopatia 48,3% 40,4% 11,2% 100,0%
Si Recuento 39 52 10 101
% de valvulopatia 38,6% 51,5% 9,9% 100,0%
Total Recuento 82 88 20 190
% de valvulopatia 43,2% 46,3% 10,5% 100,0%

Tabla 44. Distribucion de genotipos del polimorfismo del gen PTGS2 seguin la presencia o no de

enfermedad pulmonar obstructiva cronica (p= 0,679)

COX2

EPOC ccC CT TT Total
NO Recuento 68 69 17 154
% de EPOC 44,2% 44.,8% 11,0% 100,0%
SI Recuento 14 18 3 35
% de EPOC 40,0% 51,4% 8,6% 100,0%
Total Recuento 82 87 20 189
% de EPOC 43,4% 46,0% 10,6% 100,0%
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Cuando estudiamos la distribucion de los genotipos del polimorfismo estudiado del
gen PTGS2 en relacion con los tratamientos recibidos, no se encontraron diferencias

significativas.

5.2. Analisis por alelos
Cuando estudiamos la distribucién de alelos del gen PTGS2 no encontramos
diferencias significativas en relacion con ninguna de las variables clinicas ni

demogréaficas analizadas

6. Analisis del Polimorfismo -174G>C del gen de la Interleucina-6 (I1L-6)

6.1 Analisis por genotipos
El estudio de la distribucion de genotipos del polimorfismo -174G>C del gen de la
Interleucina-6 en relacion con las variables clinicas y demograficas se muestran en las

siguientes tablas: (tabla 45 a tabla 55)

Tabla 45 .Distribucion de genotipos del polimorfismo del gen IL-6 segun los individuos fuesen mayores o

no de 65 arios (p= 0,378)

IL6

EDAD GG GC cC Total
<65 Recuento 19 11 2 32
% de edad65 59,4% 34,4% 6,3% 100,0%
>=65  Recuento 72 68 18 158
% de edad65 45,6% 43,0% 11,4% 100,0%
Total Recuento 91 79 20 190
% de edad65 47,9% 41,6% 10,5% 100,0%

93



Tabla 46 . Distribucion de genotipos del polimorfismo del gen IL-6 segun el sexo (p= 0,901)

IL6

sexo GG GC CcC Total
mujer  Recuento 35 33 9 77
% de sexo 45,5% 42,9% 11,7% 100,0%
varon  Recuento 56 46 11 113
% de sexo 49,6% 40,7% 9,7% 100,0%
Total Recuento 91 79 20 190
% de sexo 47,9% 41,6% 10,5% 100,0%

Tabla 47. Distribucion de genotipos del polimorfismo del gen IL-6 segun la presencia o no de

cardiopatia isquémica (p= 0,56)

C. IL6
ISQUEMICA GG GC ccC Total
NO Recuento 55 41 13 109
% de C.ISQ 50,5% 37,6% 11,9% 100,0%
SI Recuento 36 38 7 81
% de C.ISQ 44,4% 46,9% 8,6% 100,0%
Total Recuento 91 79 20 190
% de C.ISQ 47,9% 41,6% 10,5% 100,0%

Tabla 48. Distribucion de genotipos del polimorfismo del gen IL-6 segun la presencia o no de diabetes

mellitus (p= 0,3)

IL6

DM GG GC cC Total
NO Recuento 63 50 10 123
% de DM 51,2% 40,7% 8,1% 100,0%
SI Recuento 28 29 10 67
% de DM 41,8% 43,3% 14,9% 100,0%
Total Recuento 91 79 20 190
% de DM 47,9% 41,6% 10,5% 100,0%
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Tabla 49. Distribucion de genotipos del polimorfismo del gen IL-6 segun la presencia o no de

hipertension arterial (p= 0,96)

IL6

HTA GG GC cC Total
NO Recuento 33 29 7 69
% de HTA 47,8% 42,0% 10,1% 100,0%
SI Recuento 58 50 13 121
% de HTA 47,9% 41,3% 10,7% 100,0%
Total Recuento 91 79 20 190
% de HTA 47,9% 41,6% 10,5% 100,0%

Tabla 50. Distribucion de genotipos del polimorfismo del gen IL-6 segun el tipo de disfuncion

ventricular predominante (p= 0,323)

FRACCION IL6
EYECCION % GG GC cc Total
<50 Recuento 54 40 8 102
% de FE50 52,9% 39,2% 7,8% 100,0%
>=50  Recuento 37 39 12 88
% de FE50 42,0% 44.,3% 13,6% 100,0%
Total Recuento 91 79 20 190
% de FE50 47,9% 41,6% 10,5% 100,0%

Tabla 51. Distribucion de genotipos del polimorfismo del gen IL-6 segun la presencia o no de

remodelado ventricular izquierdo (p= 0,747)

IL6

VI dilatado GG GC cC Total
NO Recuento 38 38 9 85
% de VI dilatado 44,7% 44,7% 10,6% 100,0%
SI Recuento 53 41 11 105
% de VI dilatado 50,5% 39,0% 10,5% 100,0%
Total Recuento 91 79 20 190
% de VI dilatado 47,9% 41,6% 10,5% 100,0%
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Tabla 52 .Distribucion de genotipos del polimorfismo del gen IL-6 segun la presencia o no de fibrilacion

auricular (p=0,03)

FIBRILACION IL6
AURICULAR GG GC ccC Total
No Recuento 45 24 7 76
% de fa 59,2% 31,6% 9,2% 100,0%
Si Recuento 45 55 13 113
% de fa 39,8% 48,7% 11,5% 100,0%
Total Recuento 90 79 20 189
% de fa 47,6% 41,8% 10,6% 100,0%

Tabla 53. Distribucion de genotipos del polimorfismo del gen IL-6 segun la clase funcional de la NYHA

agrupados segun fuese I-1I versus III-IV (p = 0.48)

CLASE IL6
FUNCIONAL GG GC cC Total
I-11 Recuento 68 55 13 136
% de CF I-Il vs IlI-IV 50,0% 40,4% 9,6% 100,0%
1} Recuento 23 24 7 54
% de CF I-Il vs llI-IV 42,6% 44,4% 13,0% 100,0%
Total Recuento 91 79 20 190
% de CF I-Il vs llI-IV 47,9% 41,6% 10,5% 100,0%

Tabla 54. Distribucion de genotipos del polimorfismo del gen IL-6 segun la presencia o no de

valvulopatia significativa (p = 0.98)

IL6
Valvulopatia GG GC CcC Total
Recuento 45 35 9 89
% de valvulopatia 50,6% 39,3% 10,1% 100,0%
Recuento 46 44 11 101
% de valvulopatia 45,5% 43,6% 10,9% 100,0%
Total Recuento 91 79 20 190
% de valvulopatia 47,9% 41,6% 10,5% 100,0%
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Tabla 55. Distribucion de genotipos del polimorfismo del gen IL-6 segun la presencia o no de

enfermedad pulmonar obstructiva cronica (p = 0.16)

IL6

EPOC GG GC cc Total
NO Recuento 75 66 13 154
% de EPOC 48,7% 42,9% 8,4% 100,0%
SI Recuento 16 12 7 35
% de EPOC 45,7% 34,3% 20,0% 100,0%
Total Recuento 91 78 20 189
% de EPOC 48,1% 41,3% 10,6% 100,0%

Cuando estudiamos la distribucion de los genotipos del polimorfismo estudiado del
gen IL6 en relacion con los tratamientos recibidos, Unicamente se encontraron

diferencias significativas en la toma de anticoagulantes (tabla 56)

Tabla 56 . Distribucion de genotipos del polimorfismo del gen IL-6 segun recibiesen o no tratamiento

con anticoagulantes

(p = 0.004)
IL6

ANTICOAGULANTE GG GC cC Total
NO Recuento 51 26 5 82
% de ANTICOAG 62,2% 31,7% 6,1% 100,0%
SI Recuento 36 48 13 97
% de ANTICOAG 37,1% 49,5% 13,4% 100,0%
Total Recuento 87 74 18 179
% de ANTICOAG 48,6% 41,3% 10,1% 100,0%

6.2. Analisis por alelos
Al realizar el analisis segin los individuos fuesen portadores o no del alelo C del
polimorfismo del gen de la interleucina-6 estudiado, se encontraron diferencias

significativas en relacion con la presencia de fibrilacion auricular (tablas 57 y 58)
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siendo hasta casi 1,5 veces mas frecuente la presencia de fibrilacion auricular en

portadores del alelo C de este polimorfismo (p=0,016; OR 1,5).

Tabla 57. Distribucion por alelos del polimorfismo del gen IL-6 segun la presencia o no de fibrilacion

auricular (p = 0.016)

FIBRILACION IL6
AURICULAR gcocc ag Total
no Recuento 31 45 76
% de fa 40,8% 59,2% 100,0%
Si Recuento 68 45 113
% de fa 60,2% 39,8% 100,0%
Total Recuento 99 90 189
% de fa 52,4% 47,6% 100,0%

Tabla 58. Estimacion de Riesgo

Intervalo de confianza al
Valor 95%
Inferior Superior Inferior
Razon de las ventajas para fa (no / si) 456 252 895
Para la cohorte IL6cc = gc o cc 678 497 924
Para la cohorte IL6cc = gg 1,487 1,109 1,994
N de casos validos 189

También se encontraron diferencias significativas en relacion con el tratamiento
crénico con anticoagulantes (tablas 60 y 61 ) siendo hasta casi 2 veces mas frecuente la
toma de anticoagulantes en portadores del alelo C de este polimorfismo ( p= 0,01;
intervalo confianza 95% 1,1 a 2,08).

En relacion con el resto de variables analizadas no se encontraron diferencias

significativas segun los individuos fuesen o no portadores del alelo T.
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Tabla 59.Distribucion por alelos del polimorfismo del gen IL-6 segun el tratamiento con

anticoagulantes (p = 0.01)

IL6

ANTICOAGULANTE gcocc ag Total
NO Recuento 31 51 82
% de ANTICOAG 37,8% 62,2% 100,0%
SI Recuento 61 36 97
% de ANTICOAG 62,9% 37,1% 100,0%
Total Recuento 92 87 179
% de ANTICOAG 51,4% 48,6% 100,0%

Tabla 60. Estimacion de riesgo.

Intervalo de confianza al
Valor 95%
Inferior Superior Inferior
Razén de las ventajas para
,359 ,195 ,658
ANTICOAG (NO / SI)
Para la cohorte IL6¢cc = gc o cc 601 438 825
Para la cohorte IL6¢cc = gg 1,676 1,230 2,283
N de casos validos 179

7. Analisis multivariante

Realizamos un analisis multivariante mediante regresion logistica binaria para
determinar, en el caso de los genotipos y alelos cuya distribucion resultaba
estadisticamente significativa en el andlisis univariante, si eran variables predictoras

independientes o bien se hallaban asociadas a otras variables como el sexo o la edad.
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Asi, la presencia de disfuncion ventricular (Fraccidon de eyeccion < 50%), y el sexo
masculino se asociaron significativamente a una mayor frecuencia de dilatacion del
ventriculo izquierdo en el analisis univariante.

La hipertension arterial por el contrario se asoci6 de forma significativa en nuestros
pacientes a la no dilatacion del ventriculo izquierdo, asi como a frecuencias cardiacas
superiores a 70 Ipm y cifras de hemoglobina superiores a 13 mg/dl.

En relaciéon con los polimorfismos estudiados, la presencia del alelo T del
polimorfismo Lys198Asn del gen de la endotelina-1 mostr6 una clara asociacion con la
dilatacién del ventriculo izquierdo.

Realizamos un analisis de regresion logistica binaria incluyendo estas seis variables,

Tabla 61.
Tabla 61. Andlisis de regresion logistica binaria.
Variable dependiente: Dilatacion del ventriculo izquierdo
Significacion ODD Ratio I.C. 95,0% para EXP(B)

Inferior Superior

ET-1 (alelo T) ,009 4,267 1,446 12,594

Sexo Varon ,036 2,814 1,068 7,420

HTA 201 502 174 1,445

FE < 50% ,000 34,295 11,968 98,275

FC>70Ipm ,164 497 ,185 1,331

Hb >13 g/dI ,837 ,904 ;345 2,367

Constante ,008 ,160

Al analizar los resultados obtenidos en el analisis del polimorfismo estudiado del gen
de la interleucina 6, observamos una clara asociacion del alelo C con la presencia de

fibrilacion auricular, por lo que decidimos, realizar un andlisis méas completo.
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Para ello realizamos inicialmente un andlisis univariante, cuyos resultados se

muestran en la tabla 62.

CARACTERISTICAS FIBRILACION AURICULAR P
EDAD (<65 / = 65) % 10,6 89,4 0,00
FRACCION DE EYECCION (< 50 / >50) % 46,9 53,1 0,00
VALVULOPATIA (NO/SI) % 39,8 60,2 0,01
POLIMORFISMO 116 (GG/CC-GC) % 39,8 60,2 0,00

Al igual que en el caso de la dilatacion del ventriculo izquierdo, realizamos un anélisis
multivariante de regresion logistica binaria en el que incluimos todas las variables

significativas en el analisis univariante, Tabla 63.

Tabla 63. Analisis de regresion logistica binaria.

Variable dependiente: Fibrilacion auricular

Significacion ODD Ratio I.C. 95,0% para EXP(B)
Inferior Superior
Edad > 65 ,019 2,680 1,173 6,126
FE<50% 119 1,649 879 3,097
Valvulopatia ,026 2,027 1,090 3,770
IL6 Alelo C ,034 1,953 1,052 3,626
Constante ,003 ,262
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DISCUSION

1. Analisis de las caracteristicas clinicas y demograficas de la muestra

estudiada:

En relacion con los datos analizados, podemos observar que la edad media de nuestra
muestra es de 73,4 afios y que el 59,5% de los pacientes estudiados son varones, si
bien, al analizar la edad por sexos, las mujeres presentan una edad media superior a la
de los varones (77 afos vs 71 afios) (Tabla 4). Estos resultados pueden explicarse, al
igual que en estudios previos, por una mayor esperanza de vida de las mujeres y por el
envejecimiento de la poblacion.

El 46,7% de los pacientes presentan una funcion sistolica preservada (Tabla 4), dato
concordante con los estudios revisados, que afirman que la mitad de los casos de
insuficiencia cardiaca presentan una funcidn sistélica normal o muy levemente
disminuida"***?"

En relacion con los antecedentes clinicos, el 63,7% de los pacientes presentaban
hipertension arterial y el 42,6% antecedentes de enfermedad coronaria (Tabla 4), datos
ligeramente inferiores a los comunicados en los estudios EPISERVE y PRICE %
Sin embargo, encontramos datos muy similares en cuanto a la presencia de diabetes
mellitus que supone el 35,3% de los pacientes analizados.

El 59,5% de los pacientes presenta antecedentes de fibrilacion auricular de los
cuales en el 44% es cronica y en el 16 % es paroxistica (Tabla 4). Una vez mas, estos

(48;50)

datos son concordantes con los comunicados previamente , ¥ nos plantean la

importancia de esta arritmia en el contexto de la insuficiencia cardiaca.
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Al analizar la clase funcional de nuestros pacientes, mas de la mitad (el 64,2%) se
encontraban en clase funcional II de la NYHA y la cuarta parte en clase funcional III
(Figura 21).

En relacion con los tratamientos recibidos y a pesar de las evidencias cientificas, solo
el 48,4% de los pacientes de este estudio estaban bajo tratamiento betabloqueante y el
76,3% bajo tratamiento con IECAs o ARA II (Figura 22), lo cual, mejora notablemente

los datos comunicados en Espafia en 2003“”

. Esto podria tener su explicacion, al igual
que el estudio EPISERVE, en que los pacientes incluidos en nuestro estudio han sido

tratados por especialistas en cardiologia.

2. Analisis de las caracteristicas clinicas y demograficas de la muestra segin el

tipo de disfuncion ventricular predominante:

Al analizar las caracteristicas de los pacientes segun la fraccion de eyeccion, cabe
destacar que la disfuncién ventricular sistolica (FE < 50%) es significativamente mas
frecuente en varones con una edad media de 71 afos (Tabla 6). Por el contrario, la
funcion sistolica ventricular conservada es mas frecuente en mujeres, datos que también
concuerdan con los obtenidos en otros estudios !®*74647)

Los pacientes con disfuncion sistdlica presentan con mayor frecuencia dilatacion del
ventriculo izquierdo (89,2% vs 5,9%). Esto puede explicarse en parte, porque también
es mas frecuente el antecedente de infarto agudo de miocardio en los pacientes con
disfuncion sistélica (18,4% vs 9,5%) y, por tanto, de remodelado ventricular izquierdo.

En cuanto a la presencia de hipertension arterial, parece ser significativamente mas

frecuente en pacientes con funcion sistolica preservada (33,2% vs 30,5%), apoyando los

resultados de estudios sobre insuficiencia cardiaca con funcion sistolica conservada en
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los que la hipertension arterial de larga evolucion es uno de los hallazgos mas
frecuentes!' 0274647,

En relacién con la fibrilacién auricular, es significativamente mas frecuente en el
grupo de pacientes con funcion sistolica preservada (69% vs 52%) y probablemente esté
en relacion con la mayor frecuencia de hipertensos en el grupo de funcidén sistolica
preservada.

En cuanto a la clase funcional de los pacientes, encontramos una mayor proporcion
de pacientes en clase funcional Il y IV de la NYHA en el grupo con disfuncion sistolica
(33% vs 23 %, figuras 23 y 24), a pesar de lo cual no alcanza la significacion
estadistica.

Al analizar los tratamientos recibidos segun el tipo de disfuncion predominante, los
pacientes con disfuncion sistolica recibieron mas frecuentemente betabloqueantes,
antiagregantes, estatinas e inhibidores de la aldosterona (tabla 7). Esto puede explicarse
porque los pacientes con disfuncion ventricular tienen con maés frecuencia el

antecedente de infarto agudo de miocardio, y tal como se ha explicado previamente

presentan una peor clase funcional de la NYHA (Tabla 7).

3. Analisis de las caracteristicas clinicas y demograficas de la muestra segin la
presencia de remodelado ventricular izquierdo:

Mias de la mitad de los pacientes (55,3%) presentan dilatacion del ventriculo
izquierdo en el ecocardiograma, siendo obviamente mdas frecuente en varones con
disfuncion sistélica (Tabla 8). Por el contrario, el antecedente de hipertension arterial es
mas frecuente de manera significativa en pacientes con ventriculo izquierdo no dilatado

(51,1% vs 47,9%).

104



En cuanto a la clase funcional, existe una mayor proporcioén de pacientes en clase
funcional II en el grupo con ventriculo izquierdo no dilatado (73% vs 56 %, figuras 25y
26) sin que estas diferencias alcancen la significacion estadistica.

Cabe destacar en relacion con los signos fisicos, una tendencia a una menor
frecuencia cardiaca en pacientes con ventriculo izquierdo dilatado (74,5 lpm vs 70,8
Ipm), esto pude deberse, por una parte, a la mayor tasa de utilizacién de betabloqueantes
en pacientes con ventriculo izquierdo dilatado y, por otra parte, a la mayor prevalencia
de fibrilacion auricular en el grupo de pacientes con fraccion de eyeccion > 50%.

Al analizar los tratamientos recibidos segin la presencia o no de remodelado
ventricular, los pacientes con dilatacion de ventriculo izquierdo reciben mas
frecuentemente betabloqueantes, antiagregantes, e inhibidores de la aldosterona (tabla
9). Esto puede estar en relacion con que los pacientes con dilatacion del ventriculo
izquierdo presentan de forma mas frecuente disfuncion sistdlica, antecedentes de
enfermedad coronaria y, como se ha expuesto previamente, presentan una peor clase

funcional de la NYHA.

4. Analisis de la distribucion de genotipos en relacion con la funcion sistélica y

la presencia de remodelado ventricular.

Polimorfismo Glu298Asp del gen de la Sintasa del Oxido Nitrico.

Estudios previos han demostrado que la presencia del polimorfismo Glu298Asp
del exon 7 del gen NOS3 se traduce en una menor sintesis de 6xido nitrico y como
consecuencia, una mayor predisposicion a padecer determinadas enfermedades
cardiovasculares””®'*?. Para analizar la posible asociacion del polimorfismo del gen

NOS3 con el desarrollo de disfuncion ventricular y remodelado ventricular en pacientes
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con insuficiencia cardiaca, hemos comparado la distribucion de genotipos y alelos en el
grupo de pacientes con disfuncion sistolica y dilatacion del ventriculo izquierdo y en el
grupo de pacientes con funcidn sistolica preservada y sin dilatacion del ventriculo
izquierdo.

Como mostramos en nuestros resultados (Tablas 10 a 20), al analizar la
distribucion de los genotipos del polimorfismo, no hemos encontrado diferencias
significativas. Tampoco encontramos diferencias al realizar la comparacion segun los
grupos determinados fueran portadores o no del alelo T.

Estos resultados discrepan con estudios previos en los que se ha demostrado la
asociacion del alelo T con diversos factores de riesgo cardiovascular, como la
hipertension, la enfermedad coronaria y la susceptibilidad a padecer insuficiencia
cardiaca 772 Seglin nuestra hipétesis inicial, la disfuncion sistolica y el remodelado
ventricular estaria asociado a la presencia del alelo T del polimorfismo Glu298Asp del
exon 7 del gen NOS3. Estas diferencias pueden explicarse en parte, por la presencia de
enfermedad cardiovascular demostrada en la totalidad de nuestra muestra, lo cual

implica la existencia de disfuncion endotelial en todos los individuos del estudio.

Polimorfismo Lys198Asn del gen de la Endotelina-1.

Dentro de la regulacion funcional del endotelio, la endotelina es el
vasoconstrictor mas potente, contraponiéndose a las acciones del 6xido nitrico. Hasta el
momento, se han realizado estudios que han relacionado polimorfismos de este gen que
codifica este péptido con patologias cardiovasculares cuya base fisiopatoldgica es un
aumento del tono vascular (hipertension arterial y, secundariamente, patologias

derivadas de la presencia de este estado patoldgico: cardiopatia isquémica e
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insuficiencia cardiaca) ®*®®% Para analizar la posible asociacion del polimorfismo
Lys198Asn del gen de la endotelina-1 con el desarrollo de disfuncion ventricular y
remodelado ventricular en pacientes con insuficiencia cardiaca hemos comparado la
distribucion de genotipos y alelos en el grupo de pacientes con disfuncion sistolica y
dilatacién del ventriculo izquierdo y en el grupo de pacientes con funcion sistolica
preservada y sin dilatacion del ventriculo izquierdo.

Los resultados del analisis se muestran en las tablas 21 a 31. En relacion con la
distribucion de genotipos de este polimorfismo, cabe resefiar las diferencias encontradas
en relacion con la presencia o no de hipertension arterial (Tabla 25), en las que los
genotipos GG y GT son significativamente mas frecuentes en el grupo de hipertensos.
Estos resultados difieren de estudios anteriores, en los que se asocia el alelo T a una
mayor predisposicion a padecer hipertension arterial ®*®9. Por ello, realizamos un
analisis por alelos, no encontrando en este caso diferencias significativas.

Tampoco encontramos diferencias en la distribucion de genotipos del
polimorfismo de la endotelina-1 en relacion con el tipo de disfuncion ventricular
predominante, y tampoco se encontrd asociacion en el analisis por alelos.

Al analizar la distribucién de genotipos seglin la presencia o no de remodelado
ventricular (tabla 27), comprobamos que los genotipos GT y TT son significativamente
mas frecuentes en el grupo de pacientes con insuficiencia cardiaca y dilatacion del
ventriculo izquierdo (GT: 32,4% vs 17,6%; TT 7,6% vs 3,5%). Al realizar el andlisis
por alelos, se mantienen estas diferencias (tablas 32 y 33), siendo hasta dos veces mas
frecuente la presencia del alelo T en pacientes con insuficiencia cardiaca y remodelado
ventricular izquierdo (GT/TT 40% vs GG 21,2%; Razon de Riesgo 1,9). Estos
resultados son concordantes con la mayoria de los hallazgos de estudios previos, en los

que ser portador del alelo T se asocia a una mayor susceptibilidad de padecer
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hipertensién arterial e insuficiencia cardiaca 3¢9

, y en nuestro caso en particular
podemos relacionar la presencia del alelo T con una mayor progresion del remodelado,
ya que aumenta el riesgo en casi 2 veces.

Para evitar asociaciones erroneas, realizamos un analisis de regresion logistica,
en el que incluimos las variables que resultaron significativas en el analisis univariante
(sexo vardn, Fraccion de eyeccion <50%, frecuencia cardiaca >70 lpm, hemoglobina <
13 g/dl, hipertension arterial y presencia del alelo T del polimorfismo estudiado de la
Endotelina-1 (tabla 61).

Podemos afirmar que la fraccion de eyeccion menor del 50%, la presencia del alelo T
del polimorfismo de la endotelina-1 y el sexo masculino son predictores independientes
de dilatacion del ventriculo izquierdo. Asi, los pacientes con insuficiencia cardiaca
portadores del alelo T presentan cuatro veces mas riesgo de desarrollar dilatacion del
ventriculo izquierdo (OR 4,27. IC 95% 1,45-12,6,4) independientemente de que
presente otras circunstancias clinicas.

El polimorfismo Lys 198 Asn del gen de la endotelina-1 se traduce en un cambio en
el aminodcido 198 de Lysina por asparragina y, aunque no afecta a una region
reguladora del gen ET-1, afecta a la codificacion de pre-proendotelina-1®*¢. En
diversos estudios se ha demostrado que por si mismo este cambio de aminoécidos no
constituye ningiin cambio funcional, pero cabe la posibilidad de que esté ligado a otros
polimorfismos de la region reguladora del gen ET-1 que si sean funcionales™ ") Asi,
en el estudio de Colombo et al, concluyen que polimorfismo Lys 198 Asn del gen ET-1
modularia al alza los efectos de la endotelina-1 afectando a la expresion de receptores
ET-A®). En nuestro estudio, la presencia del alelo T es un claro predictor de

remodelado ventricular; sin embargo, al no disponer de niveles plasmaticos de ET-1 no

podemos establecer su relacion funcional directa con una mayor sintesis de endotelina-
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1; si cabria especular un mayor efecto a nivel de receptores tipo A que podria estimular
el proceso de remodelado ventricular izquierdo en portadores del alelo T del

polimorfismo Lys 198 Asn del gen de la endotelina-1 .

Polimorfismo 8473C>T del gen de la Ciclooxigenasa-2.

Las ciclooxigenasas 1 y 2 son las enzimas claves en la sintesis de
prostaglandinas, que tiene un papel esencial en la inflamacion. Existen multiples
estudios que han analizado la asociacion de polimorfismos del gen de la ciclooxigenasa-

©29) " Hasta el

2 con la predisposicion a diversas enfermedades cardiovasculares
momento no existen estudios que relacionen polimorfismos de los genes que codifican
la ciclooxigenasas con la insuficiencia cardiaca.

Para analizar la posible asociaciéon del polimorfismo del gen de Ia
ciclooxigenasa-2 con el desarrollo de disfuncion ventricular y remodelado ventricular en
pacientes con insuficiencia cardiaca hemos comparado la distribucion de genotipos y
alelos en el grupo de pacientes con disfuncion sistdlica y dilatacion del ventriculo
izquierdo y en el grupo de pacientes con funcion sistdlica preservada y sin dilatacion del
ventriculo izquierdo.

El analisis de la distribucion de genotipos no mostrd ninguna diferencia (tablas 34 a
44). Cuando realizamos un analisis por alelos, agrupando por un lado los homocigotos

para el alelo T (TT) y por otro lado los portadores del alelo C (CC+TC), tampoco

encontramos diferencias entre los grupos estudiados.
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4.1 Polimorfismo -174G>C del gen de la Interleucina-6.

La interleucina-6 es una citoquina proinflamatoria y polimorfismos del gen que la
codifican han sido analizados para encontrar su posible asociacion con diversos estados
patolégicos en relacion con la homeostasis cardiovascular @9,

Hemos analizado la asociacion del polimorfismo -174G>C del gen de la Interleucina-
6 con el remodelado ventricular y la disfuncion ventricular en pacientes con
insuficiencia cardiaca.

En las tablas 45 a 56 se muestran los resultados, en los que no se encuentran
diferencias significativas en la distribucion de genotipos del polimorfismo del gen de la
interleucina-6 y el tipo de disfuncion predominante en nuestros pacientes con
insuficiencia cardiaca, asi como tampoco con la dilatacion del ventriculo izquierdo.

Aunque no formaba parte de los objetivos de estudio, cabe destacar la asociacion que
encontramos entre la distribucion de genotipos del polimorfismo estudiado del gen de la
interleucina-6 y la presencia de fibrilacion auricular (Tabla 52), en la que los genotipos
GC y CC fueron significativamente mas frecuente (GC: 48,7% vs 31,6%; CC: 11,5% vs
9,2%). Al realizar el andlisis por alelos (Tablas 57 y 58), encontramos que ser portador

del alelo C se asocia de manera significativa a la presencia de fibrilaciéon auricular

(60,2% vs 40,2; OR 1,5).

Ante este hallazgo, decidimos realizar un andlisis para determinar qué variables
clinicas y demogréaficas se asocian de forma significativa con la presencia de fibrilacién
auricular en pacientes con insuficiencia cardiaca (Tabla 62). Observamos que los
pacientes mayores de 65 afios, los pacientes con funcion sistolica preservada, los

pacientes con valvulopatia significativa y los portadores del alelo C del polimorfismo de
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la interleucina-6 se asocian de manera significativa a la presencia de fibrilacion
auricular.

Para determinar qué variables son realmente predictores independientes de fibrilacion
auricular en pacientes con insuficiencia cardiaca realizamos un analisis multivariante de
regresion logistica binaria incluyendo las cuatro variables (Tabla 63). Tras este analisis
podemos afirmar que los pacientes mayores de 65 afios presentan dos veces mayor
riesgo de presentar fibrilacion auricular (OR 2,7. IC 95% 1,2-6,1). La presencia de
valvulopatia significativa se asocia también con el doble de riesgo de presentar
fibrilacion auricular ( OR 2,1, IC 95% 1,1-3,7). En relacion con el perfil genético, los
pacientes portadores del alelo C del polimorfismo estudiado del gen de la interleucina-6
presentan casi el doble de riesgo de presentar fibrilacion auricular independientemente
del resto de condiciones clinicas y patologicas (OR 1-3,6).

En relacion con los tratamientos, como es logico, los pacientes portadores del alelo C
reciben con mayor frecuencia tratamiento anticoagulante, ya que de forma mas
frecuente presentan fibrilacion auricular.

Existen estudios que relacionan las concentraciones de la interleucina-6 positivamente
con el tamafio auricular y negativamente con la fraccién de eyeccion Y. Las
concentraciones de interleucina-6 se asociaron a una mayor duracion de la fibrilacion
auricular antes de la cardioversion. La relacion entre las concentraciones de
interleucina-6 con el tamano auricular izquierdo y la duracion de la FA indican que la
inflamacién puede participar en el proceso de remodelado auricular’®. La relacion
entre los niveles circulantes de IL-6 y las variantes del polimorfismo -174G>C no es
consistente, ya que en la literatura existen estudios con diferentes resultados®” , sin

embargo Gaudino et al'® demostrd una estrecha asociacion entre la presencia del alelo

C y la aparicion de fibrilacion auricular en el postoperatorio de cirugia cardiaca, asi
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como mayores niveles de IL-6 en plasma. En nuestro estudio no se analizaron los

niveles de IL6 plasmaticos, pero los resultados concuerdan con Gaudino et al

(105)

demostrando que el alelo C se asocia de forma independiente a la presencia de

fibrilacion auricular, pudiendo especular la influencia de este polimorfismo en la

modulacion de la respuesta inflamatoria y remodelado a nivel auricular.

LIMITACIONES DEL ESTUDIO

l.

La principal limitacion del estudio es la dificultad de valorar la variable de
respuesta (dilatacion ventricular izquierda, fraccion de eyeccion), al influir sobre
la misma multiples factores no s6lo genéticos y poder existir interacciones entre
los mismos. Sin embargo, como se puede comprobar en la literatura, este

problema es comun a todos los estudios sobre el tema.

Dadas las caracteristicas intrinsecas a cualquier estudio que analice
polimorfismos genéticos resulta dificil generalizar a la poblacion global los

resultados obtenidos en la muestra seleccionada.
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CONCLUSIONES

Con respecto al objetivo primario:

1. Existen diferencias en la distribucion de los genotipos de los genes
seleccionados en este trabajo entre pacientes con insuficiencia cardiaca y
ventriculo izquierdo dilatado, lo que sugiere que la evolucion al
remodelado ventricular podria estar, al menos en parte, condicionada a
nivel genético.

2. En relacién con la distribucion de los genotipos de los genes
seleccionados en este trabajo no existen diferencias entre pacientes con
insuficiencia cardiaca con disfuncidon sistolica y funcidon sistolica

conservada.

Con respecto a los objetivos secundarios:

1. En relacion con la distribucion de genotipos de los polimorfismo Glu298Asp del
gen NOS3, 8473C>T del gen PTGS2, -174G>C del gen de la IL-6 y Lys198Asn
del gen ET-1 no se encontraron diferencias entre pacientes con disfuncion
sistolica o funcion sistolica conservada.

2. La presencia de los genotipos GT y TT del polimorfismo Lys198Asn del gen
ET-1 se asocia de forma significativa a la dilatacion del ventriculo izquierdo en
pacientes con insuficiencia cardiaca, siendo mas frecuente la presencia del alelo
T en los pacientes con dilatacion del ventriculo izquierdo, por lo que podria
considerarse como un marcador independiente de remodelado ventricular en

pacientes con insuficiencia cardiaca.
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3. A pesar de no ser objetivo del estudio, la presencia de los genotipos GC y CC
del polimorfismo -174G>C del gen de la IL-6 se asocia de forma significativa a
la presencia de fibrilacion auricular en pacientes con insuficiencia cardiaca,
siendo mas frecuente la presencia del alelo C en los pacientes con fibrilacion,
por lo que podria considerarse como un marcador independiente de remodelado

auricular en pacientes con insuficiencia cardiaca.
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ANEXO I: Genotipos y caracteristicas clinicas*

COX2: 0= CC; 1=CT; 2= TT; IL6: 0= GG; 1= GC; 2= CC; ET-1: 0= GG; 1=GT; 2=TT;

NOS3: 0= GG; 1= GT; 2= TT ; EDAD 65: 0= < 65 aifios; SEXO: 0= Varon; FE 50% (Fraccion de
eyeccion 50%): 0= < 50%; C.ISQUEMICA (Cardiopatia isquémica), DM (Diabetes mellitus), HTA
(Hipertension arterial), FA (Fibrilacién auricular), VI DILATADO (Ventriculo izquierdo dilatado),

VALVULOPATIA Y EPOC: 0= NO; ## datos perdidos
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