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ABREVIATURAS

AA-NAT: arilalquilamina-N-acetiltransferasa
Apo-B: apolipoproteina B

ARA 1I: antagonista de los receptores de la angiotensina I
CD40L: CD40 ligando

CI: cardiopatia isquémica

DM2: diabetes mellitus tipo 2

DNA: 4cido desoxirribonucleico

EAC: enfermedad arterial coronaria

GPx: glutation peroxidasa

GSC: ganglio cervical superior

HbA1C: hemoglobina Alc

HDL: lipoproteina de alta densidad

HIOMT: hidroxiindol-O-metiltransferasa
HTA: hipertension arterial

TAM: infarto agudo de miocardio

ICAM-1: molécula de adhesion intercelular 1
IECA: inhibidor de la enzima convertidora de la angiotensina
IL-1: interleucina 1

IL-1B: interleucina 1B

IL-6: interleucina 6

IL-8: interleucina 8

IMC: indice de masa corporal

INF-y: interferon gamma

LDL: lipoproteina de baja densidad

MCP-1: proteina quimiotactica 1 del monocito

M-CSF: factor estimulante de las colonias de monocitos



Mel 1a (MT1): receptor de la melatonina la

Mel 1b (MT?2): receptor de la melatonina 1b

Mel 1¢ (MT3): receptor de la melatonina Ic

MMP: matriz metaloproteinasa

MPO: mieloperoxidasa

MTHFDI1L: metilentetrahidrofolato-deshidrogenasa 1-like

NSQ: nucleo supraquiasmatico

PCR: proteina C reactiva

PCR 6 polymerase chain reaction: reaccion en cadena de la polimerasa
PON-1: paraoxonasa 1

SCA: sindrome coronario agudo

sCD40L: soluble CD40 ligando

SICACEST: sindrome isquémico coronario agudo con elevacion del segmento ST
SICASEST: sindrome isquémico coronario agudo sin elevacion del segmento ST
SNP 6 single nucleotide polymorphism: polimorfismo de un unico nucledtido
SOD: superdxido dismutasa

TGF-B: factor de crecimiento transformante 3

TIMPs: inhibidores tisulares de las metaloproteinasas

TNEF: factor de necrosis tumoral

TNF-a: factor de necrosis tumoral a

TPH: triptofano-hidroxilasa

TRH: tracto retinohipotalamico

VNTR: nimero variable de tandem repeats
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INTRODUCCION



1) La Enfermedad Arterial Coronaria (EAC)

1.1. Prevalencia de 1a EAC en la isla de Tenerife

La enfermedad arterial coronaria (EAC) y su principal complicacion, el infarto
agudo de miocardio (IAM), constituyen la primera causa de morbimortalidad
cardiovascular a nivel mundial (Lopez et al, 2006) y consumen una gran cantidad de
recursos econdomicos. Este hecho estimuld la puesta en marcha de los primeros
grandes estudios epidemiologicos que demostraron una variabilidad geografica
significativa en la incidencia y mortalidad por CI, con unas tasas hasta cinco veces
mayores en el norte de Europa que en Espana (Martinez de Aragéon y Llacer, 2000;
Marrugat et al, 2002). De hecho, nuestro pais cuenta con una de las tasas mas bajas
entre los paises desarrollados (Tunstall-Pedoe et al, 1994), s6lo superior a la de
Francia. No obstante, la CI genera una demanda asistencial creciente en Espafia, tal y
como refleja una revision sistematica de cuatro estudios poblacionales de incidencia
de CI (Cerrato et al, 2006). Segun estos trabajos, las tasas de incidencia de IAM en
Espaia oscilan entre 135 y 210 nuevos casos anuales por cada 100.000 hombres y
entre 29 y 61 casos por cada 100.000 mujeres para la poblacion de 25 a 74 afios
(Pérez et al, 1998; Marrugat et al, 2002; Marrugat et al, 2004; Sans et al, 2005).
Marrugat et al, en base a estas cifras, estim6 la incidencia de [AM para el total
nacional en 68.500 nuevos casos en el afio 2002 (Marrugat et al, 2002). A su vez, en
Espafa existe una gran variabilidad geografica en la incidencia de CI, siendo las
zonas con mayor mortalidad la costa mediterranea, el sur de la peninsula y las islas
Canarias. El centro de la peninsula, a excepciéon de Madrid, es la zona menos
afectada (Benach et al, 2001). Los factores que determinan esta variabilidad dentro

de un mismo estado son dificiles de determinar, si bien podria explicarse por factores



socioecondmicos, la prevalencia de diabetes mellitus y los diferentes estilos de vida

(dieta, actividad fisica y consumo de tabaco) (Marrugat et al, 2002).

Las Islas Canarias se han situado en las ultimas décadas en uno de los primeros
lugares entre las comunidades espafiolas en cuanto a mortalidad por CI. Por
provincias, las Palmas tiene la mayor tasa de mortalidad coronaria del pais, y Santa
Cruz de Tenerife ocupa el quinto puesto en esa misma clasificacion (Instituto
Nacional de Estadistica). En un estudio reciente que ha elaborado tablas de riesgo
coronario especificas para la poblacion del archipiélago y posteriormente ha
comparado la poblacion canaria con la de Gerona, se ha objetivado una mayor
prevalencia de factores de riesgo cardiovasculares tales como obesidad, tabaquismo,
hipertension arterial y diabetes en la poblacion canaria que en la gerundense, lo cual
genera un elevado riesgo coronario y explica su posicion en las estadisticas de

mortalidad por CI (Cabrera de Leodn et al, 2006).

1.2. Fenomenos inflamatorios v su relacion con la aterotrombosis coronaria

En las ultimas dos décadas, uno de los aspectos que ha suscitado mayor interés en el
campo de la investigacion cardiovascular es la relacion existente entre aterosclerosis
e inflamacion. Hoy en dia se sabe que la inflamacion desempeiia un papel clave en
la patogenia de la aterosclerosis y de sus complicaciones, hasta el punto de que,
actualmente, la aterosclerosis se considera una enfermedad inflamatoria en la que
interviene tanto su componente celular como humoral (Ross, 1993; Ross, 1999;
Libby, 2002; Libby et al, 2002).

La inflamacion en la aterosclerosis se produce en respuesta a una gran variedad de
estimulos aterogénicos que provocan dafio vascular y migracion de células
inflamatorias desde la luz vascular hacia la pared arterial, todo ello bajo la influencia

de citoquinas quimiotacticas producidas localmente (Smith et al, 1995; Qiao et al,



1997; Boring et al, 1998; Gu et al, 1998; Pérez-Fernandez , Kaski, 2002;). Mientras
que el endotelio normal presenta propiedades antiadhesivas y anticoagulantes (De
Caterina et al, 1995; Topper, Gimbrone, 1999), el endotelio activado por las
citoquinas proinflamatorias expresa una serie de moléculas de adhesion leucocitarias
(como la molécula de adhesion intercelular 1 (ICAM-1) y la E-selectina) y secreta
sustancias quimiotacticas solubles (como la proteina quimiotactica 1 del monocito
(MCP-1), el factor estimulante de las colonias de monocitos (M-CSF) y la
interleukina 8 (IL-8)), que favorecen la adhesion y posterior migracion de
monocitos y linfocitos T hacia la pared arterial (Li et al, 1993; Nagel et al, 1994;
Cybulsky et al, 2001).

Una vez alli, los monocitos se transforman en macrdéfagos tisulares y células
espumosas secretoras de una gran cantidad de moléculas (especies reactivas del
oxigeno, citoquinas proinflamatorias, metaloproteinasas (MMP), etc.) que
amplifican el proceso inflamatorio local (Bevilacqua, Gimbrone, 1987; Wilcoxon et
al, 1989; Leatham et al, 1995; Martinez-Gonzalez et al, 2001). Las MMP en
concreto favorecen la degradacion de la matriz extracelular y con ello la aparicion
de fisuras en la placa, promoviendo asi su rotura (Galis et al, 1994; Rajavashisth et
al, 1999; Sukhova et al, 1999; Herman et al, 2001) y la apariciéon de complicaciones
tromboéticas (Wilcoxon et al, 1989; Leatham et al, 1995; Libby, Simon, 2001;
Martinez-Gonzalez et al, 2001;).

Por otro lado, los linfocitos T que se encuentran dentro del ateroma suelen
convertirse en células secretoras de citoquinas proinflamatorias (interleucina 1 [IL-
1], factor de necrosis tumoral [TNF], interferon gamma [IFN-y]), conocidas como
células TH1. El IFN-y producido por ellas es una citoquina pleiotropica implicada

en la activacion monocito/macréfago.



Por lo tanto, la aterosclerosis es el resultado de una respuesta exagerada de tipo
inflamatorio-fibroproliferativa (Ross, 1993; Ross, 1999), que no s6lo desencadena el
proceso aterosclerdtico, sino que ademds contribuye al crecimiento de la placa de
ateroma y al desarrollo de complicaciones, como son los fenomenos trombodticos
agudos (Ross, 1993; Ross, 1999; Libby, Simon, 2001; Libby, 2002; Libby et al,
2002).
A pesar de tratarse de un proceso cronico, presenta un componente inflamatorio
activo importante, cuya evolucion es variable de un individuo a otro, probablemente
debido a diferencias idiosincrasicas en la respuesta a los estimulos aterogénicos. En
este sentido, se sabe que individuos con una respuesta inflamatoria mayor a los
estimulos aterogénicos, tienen un riesgo mas elevado de desarrollar manifestaciones
clinicas de aterosclerosis (Fichtlscherer et al, 2004). De hecho, diversos estudios
clinicos han confirmado la asociacion de los sindromes coronarios agudos a una
reactivacion inflamatoria detectable a través de la determinacion de diversos
marcadores inflamatorios sistémicos, como la proteina C reactiva (PCR) (Liuzzo et
al, 1994; Cianflone et al, 1995; Biasucci et al, 1999; Liuzzo et al, 1999). Asi por
ejemplo, Berk et al. demostraron que los pacientes con angina inestable presentaban
unas concentraciones de PCR mas elevadas que aquellos con angina estable (Berk
et al, 1990). Ademas, Liuzzo et al. encontraron un aumento precoz (en las primeras
6 horas desde el inicio de los sintomas) de las concentraciones séricas de PCR en
pacientes ingresados con IAM (Liuzzo et al, 1994), a pesar de que normalmente
éstas empiezan a aumentar unas 6 horas después de la estimulacion hepatica por la
IL-6 (Pepys, Baltz, 1983).

Este hallazgo indica que la activacion subita de las células inflamatorias podria ser,

mas que un epifendomeno, un componente patogénico clave de los sindromes



coronarios agudos. Esta hipotesis se basa en diversos estudios que no han encontrado
correlacion entre los niveles de marcadores inflamatorios/reactantes de fase aguda y
la severidad de la aterosclerosis, ni tampoco con la activacion episddica del sistema
hemostéatico, el dafio por isquemia-reperfusion o la rotura de la placa (Monaco et al,
1994; Biasucci et al, 1996; Liuzzo et al, 1996; Liuzzo et al, 1998). Por lo tanto, el
aumento de los niveles circulantes de marcadores inflamatorios observado en los
pacientes coronarios de alto riesgo seria mas bien secundario al proceso

aterosclerotico, y no su desencadenante.

Otro aspecto relacionado es el hecho de que concentraciones elevadas de
marcadores inflamatorios circulantes se asocian a un peor prondstico en pacientes
con sindrome coronario agudo (Liuzzo et al, 1994; Toss et al, 1997; Ridker et al,

1998; Biasucci et al, 1999; Ferreiros et al, 1999).

Por ultimo, hay que sefialar que la inflamacién en los sindromes coronarios agudos
es un fenomeno generalizado que tiene la capacidad de desestabilizar placas de
ateroma a lo largo de todo el arbol coronario. De hecho, estudios realizados post
mortem han demostrado que en los sindromes coronarios agudos se producen
trombosis coronarias multiples, incluso en regiones remotas (Davies, Thomas, 1984).
Recientemente, Spagnoli et al. objetivaron, en pacientes con IAM, una activacion
difusa de células inflamatorias que no se limita solo a las arterias relacionadas con el
infarto (Spagnoli et al, 2002). Asimismo, Buffon et al. han descrito, en pacientes con
angina inestable, una activacion generalizada de neutréfilos en todo el arbol vascular,
independientemente de la localizacion de la estenosis responsable (Buffon et al,
2002). Estas observaciones cuestionan claramente el concepto de placa
inestable/vulnerable unica, siendo mas probable la existencia de multiples placas

inestables como expresion de un estado inflamatorio generalizado. No obstante, hasta



la fecha se desconocen los desencadenantes de la generalizacion de la respuesta
inflamatoria en los sindromes coronarios agudos, si bien parece estar relacionada con
la respuesta inmunoldgica ante un determinado estimulo antigénico (Shah 2000;
Chyu, Shah, 2001; Shah 2003; Abbate et al, 2004; Zal et al, 2004; Calabro et al,

2009).

1.3. Aspectos genéticos de la EAC

La EAC constituye un claro ejemplo de enfermedad multifactorial en cuyo
desarrollo intervienen multiples factores genéticos y medioambientales (Sabatine et
al, 2006). De hecho, los factores de riesgo clasicos solo justifican el 30-50% de los
casos (Lusis et al, 1998), mientras que el componente hereditario, demostrado en
numerosos estudios (Slack, Evans, 1966; Marenberg et al, 1994; Rojas et al, 2001),
juega un papel aun desconocido. Por este motivo, en los ultimos afios se han tratado
de identificar los genes responsables del aumento del riesgo cardiovascular, proceso
que se ha acelerado en la ultima década gracias a los avances de la biotecnologia, que
permite la deteccion de cambios en la secuencia de ADN potencialmente patdogenos

(Rojas et al, 2001).

Desde un punto de vista molecular, estos cambios pueden producirse por la
sustitucion de un simple nucledtido (dando lugar a los SNP o single nucleotide
polymorphisms), por la insercion/delecion de un segmento, 6 por la repeticion de
unas secuencias en tandem (VNTR, ntimero variable de tandem repeats). A su vez,
pueden afectar al exon, intrén o al promotor del gen, y dependiendo de la repercusion
funcional que tengan, se distinguen mutaciones de polimorfismos (Navarro-Lopez,

2002).

Las mutaciones se deben a cambios que alteran gravemente la funcién de la

proteina resultante, siendo suficiente la afectacion de un solo gen para provocar la



enfermedad. Se trata de enfermedades poco frecuentes (prevalencia < 1% de la
poblacion) que se heredan siguiendo las leyes mendelianas (dominante o recesiva) y
en las que los factores medioambientales tienen escasa influencia. Algunos ejemplos
de enfermedades monogénicas o mendelianas cardiovasculares son la
hipercolesterolemia familiar, la miocardiopatia hipertréfica, el sindrome de Marfan y

el sindrome del QT largo congénito (Navarro-Lopez, 2002; Sabatine et al, 2006).

Los polimorfismos por el contrario son frecuentes (ocurren en > 1% de la
poblacidn) y afectan a varios genes, pero su repercusion funcional es minima y por lo
tanto insuficiente para provocar la enfermedad. No obstante, pueden suponer un
factor de riesgo genético bajo la influencia de determinados factores de riesgo
ambientales, como colesterol, estrés o tabaco (Navarro-Lopez, 2002). De hecho, a
pesar de que la mayoria de los polimorfismos no tiene repercusion funcional alguna,
se cree que la suma de varios polimorfismos desfavorables y un entorno ambiental
propicio podria facilitar la aparicion de enfermedades poligénicas y multifactoriales,
siendo su ejemplo mas clasico la aterosclerosis, y en concreto, la EAC (Navarro-

Lopez, 2002).

En los ultimos afios se han descrito numerosos polimorfismos que podrian estar
implicados en la patogenia de la EAC (Cambien, Tiret, 1997; Lusis et al, 1998;
Lusis, 2000). Sin embargo, mientras que algunos estudios revelan una asociacion
significativa de determinados polimorfismos con la EAC, otros no encuentran tal
asociacion, de tal forma que en la mayoria de los casos esta relacion es discutible
(Risch, Merikangas, 1996). Esta discrepancia en la reproduccion de los resultados
puede tener varias explicaciones: 1) tamafio muestral reducido; 2) heterogeneidad
genética, el mismo fenotipo causado por polimorfismos en diferentes genes; 3)

heterogeneidad  fenotipica, variabilidad en las manifestaciones clinicas de



enfermedades genéticas; 4) heterogeneidad étnica de la poblacion de estudio,
cualquier polimorfismo que sea mas frecuente en un determinado grupo étnico, se
asociarda a la enfermedad, aunque no est¢ causalmente relacionado con ella; 5)
seleccion inadecuada de casos y controles; 6) analisis insuficiente de la influencia de
factores medioambientales; y por ultimo 7) diferencias en el disefio del estudio

(Sabatine et al, 2006).

No obstante, puesto que la relacion de determinados polimorfismos genéticos con
la EAC parece suficientemente contrastada, cabe pensar que si se realizan estudios
mejor estandarizados y disefiados, los resultados obtenidos serdn mas concluyentes
(Risch, Merikangas, 1996). En este sentido, las caracteristicas de un buen estudio de
asociacion genética se podrian resumir en: genotipado exhaustivo y exacto,
evaluacion de un gran namero de pacientes cuidadosamente seleccionados y

reproducibilidad de las asociaciones significativas (Sabatine et al, 2006).

1.4. Polimorfismos genéticos relacionados con la aterotrombosis coronaria vy los

fenomenos inflamatorios

Como ya se ha comentado con anterioridad, toda la patologia aterosclerosa
presenta un componente hereditario importante. De ahi que numerosos estudios de
asociacion gendmica hayan analizado la relacion de determinados polimorfismos “de
riesgo” con la EAC y sus complicaciones. Ademas, gracias al avance técnico
acontecido en los ultimos afios en el ambito de la biologia molecular, actualmente se
pueden analizar hasta un millon de polimorfismos en un solo experimento (Rojas et

al, 2001; Kaski 2009).

Desde un punto de vista metodoldgico, los estudios de asociacion identifican
polimorfismos de riesgo en un grupo de casos y controles, con el fin de demostrar su

asociacion estadistica con la enfermedad. De esta forma, si un determinado



polimorfismo realmente se relaciona con la enfermedad, serd mas frecuente en los
casos que en los controles (Sabatine et al, 2006). No obstante, la mejor forma de
confirmar las asociaciones encontradas y de descartar falsos positivos, es mediante
los estudios de replicacion: en ellos, se trata de validar o reproducir los hallazgos en
una cohorte independiente del estudio inicial (Ioannidis et al, 2001). Sin embargo, a
pesar de la exploracion exhaustiva de numerosos loci genéticos, no se ha confirmado
aun la asociacion definitiva de ninguno de ellos con la EAC o el IAM, por lo que se
cree que el riesgo coronario de un individuo depende del numero de polimorfismos

desfavorables que acumula (Navarro-Lopez, 2002).

Entre todos los loci analizados, destaca el 9p21.3, por ser el locus cromosdmico
mas frecuentemente relacionado con la EAC en diversos estudios de asociacion
genomica (Helgadottir et al, 2007; McPherson et al, 2007; Samani et al, 2007;
Wellcome Trust Case Control Consortium, 2007). Ademads, un reciente metaanalisis
realizado en siete poblaciones europeas que incluy6 un total de 12004 casos y 28949
controles, confirma la asociacion entre un polimorfismo del locus 9p21.3 con la EAC
y el IAM (Schunkert et al, 2008). Por lo tanto, se puede concluir que los
polimorfismos del cromosoma 9p21.3 presentan una asociacion significativa y
reproducible con la EAC, tal y como ha quedado demostrado en los diferentes

estudios de replicacion (Samani et al, 2007; van der Net et al, 2008).

En dicho locus se encuentran, proximos a los polimorfismos relacionados con la
EAC, los genes de dos inhibidores de quinasa ciclina-dependientes, CDKN2A y 2B,
implicados en la regulacion del ciclo celular y probablemente, a través de la
inhibicion del crecimiento inducido por el factor de crecimiento transformante 3
(TGF-B), en la patogenia de la aterosclerosis (Hannon, Beach, 1994; Lowe, Sherr,

2003; Kalinina et al, 2004). Recientemente, el mismo locus también se ha



relacionado con una mayor susceptibilidad de desarrollar diabetes tipo 2 (Saxena et
al, 2007; Scott et al, 2007; Zeggini et al, 2007), lo cual hace sospechar de la

existencia de un mecanismo causal compartido de la EAC y de la diabetes mellitus.

Otros loci que también han mostrado una asociacion significativa con la EAC son
el 6g25.1, 1p13.3, 1gq41 y 10q11.21 (Samani et al, 2007). El locus 6q25.1 contiene el
gen MTHFDIL (metilentetrahidrofolato-deshidrogenasa 1-like), que a su vez
codifica la isoenzima mitocondrial C1-tetrahidrofolato sintasa (Prasannan et al, 2003;
Walkup, Appling, 2005). Esta familia enzimatica interviene fundamentalmente en la
sintesis de purina y metionina (Prasannan et al, 2003), por lo que podria establecerse
un vinculo entre variantes del gen MTHFDIL y los niveles plasmaticos de
homocisteina (Randak et al, 2000; Prasannan et al, 2003). Los otros loci
mencionados (1p13.3, 1q41 y 10q11.21) incluyen todos ellos genes implicados en el
crecimiento 6 la inhibicion celular, lo cual apunta a la importancia de la regulacion

del ciclo celular en la patogenia de la aterosclerosis (Samani et al, 2007).

Del mismo modo, existen genes inflamatorios que podrian modular el riesgo
aterosclerotico en humanos. Entre ellos tenemos el gen de la interleucina 6 y el de

proteina C reactiva:

e Gen de la interleucina 6 (1L-6)

Las interleuquinas son un amplio grupo de citoquinas con multiples funciones inmunes
e inflamatorias.

La IL-6 es una citoquina con efectos tanto pro- como antiinflamatorios a nivel local y
sistémico, que provocan el crecimiento y/o la inestabilizacién de la placa aterosclerdtica
(Woods et al, 2000; Lindmark et al, 2001).

En cuanto a los polimorfismos genéticos estudiados, destaca el -174 G/C, que se

localiza en el promotor del gen y determina los niveles circulantes de IL-6, modulando



de esta forma la respuesta inflamatoria (Fishman et al, 1998; Bonafe et al, 2001,
Olivieri et al, 2002).

Dado que los niveles plasmaticos de IL-6 se han implicado en la patogenia de la EAC,
dicho polimorfismo ha sido analizado en varios grupos de pacientes con IAM,
obteniéndose  resultados discordantes (Bonafe et al, 2001; Cesari et al, 2003).
Antonicelli et al. demostraron que el genotipo GG era un potente predictor de muerte
cardiovascular en pacientes varones en el primer afio tras sufrir un sindrome coronario
agudo (Antonicelli et al, 2005 a,b). Este hallazgo parece estar relacionado con un
aumento en la produccién de citoquinas proinflamatorias (IL-6 y TNF-a) en los
portadores del genotipo GG comparado con los del genotipo CC 6 CG, que daria lugar a
un mayor riesgo de desarrollar complicaciones aterosclerdticas derivadas de la ruptura
de la placa, como seria el IAM (Giacconi et al, 2004).

No obstante, aun no existe unanimidad a la hora de considerar los portadores del alelo G
como pacientes de riesgo para sufrir un [AM. De hecho, algunos estudios han
comunicado una asociacion entre el alelo C y un aumento ligero a moderado del riesgo
de IAM (Georges et al, 2001; Jenny et al, 2002), variable segun las regiones geograficas
estudiadas (Kelberman et al, 2004).

Por lo tanto, en el momento actual no disponemos de evidencias claras acerca de la
asociacion entre el polimorfismo -174 G/C de la IL-6 y la incidencia de IAM. Una
posible razon podrian ser las diferencias étnicas o de estilo de vida entre las poblaciones
analizadas.

e Gen de la proteina C reactiva (PCR)

La PCR es un marcador sérico inflamatorio cuya elevacion es considerada como la

caracteristica principal de la respuesta de fase aguda. No sélo se asocia con el riesgo de



enfermedad cardiovascular (Danesh et al, 2004), sino que ademds parece estar

implicada en su patogenia (de Maat, Trion, 2004).

Las variaciones interindividuales en los niveles basales de PCR dependen de factores
medioambientales, caracteristicas y hébitos del paciente, asi como de factores genéticos
(Kluft, de Maat, 2003; Kathiresan et al, 2006; Kushner et al, 2006), cuya influencia se
ha estimado entre un 35-40% (Pankow et al, 2001).

El hecho de que se trate de un reactante de fase aguda con valor prondstico en las
enfermedades aterosclerdticas y del descubrimiento de que algunos polimorfismos
genéticos determinan de forma directa y previsible los niveles plasmaticos de PCR, ha
hecho pensar que una predisposicion genética a presentar niveles basales elevados
podria justificar un mayor riesgo de enfermedad cardiovascular (Hingorani et al, 2006).
El gen de la PCR se localiza en el brazo largo del cromosoma 1, en la region 1q23.2
(Floyd-Smith et al, 1986; Walsh et al, 1996), y esta formado por dos exones separados
por un intrén que incluye una repeticion de longitud variable del dinucleotido GT (Lei
et al, 1985; Woo et al, 1985; Goldman et al, 1987). Su expresion estd regulada
fundamentalmente por la IL-6, que actiia de forma sinérgica con la IL-1 estimulando su
transcripcion (Kushner et al, 1995). En consecuencia, determinados polimorfismos del
gen de la IL-1 (Berger et al, 2002; Latkovskis et al, 2004) y de la IL-6 (Vickers et al,
2002) se asocian con diferencias en los niveles plasmaticos de PCR y han sido
relacionados con IAM, ictus y mortalidad tras SCA en diferentes estudios (Antonicelli
et al, 2005; Chiappelli et al, 2005; Iacoviello et al, 2005).

Como se ha comentado previamente, los niveles plasmaticos basales de PCR estan
determinados genéticamente en un 35-40% (Pankow et al, 2001). Por este motivo, una
vez que se logré la secuenciaciéon del gen de la PCR, se trataron de identificar

polimorfismos genéticos que afectaran directamente los niveles plasmaticos de la



proteina. Szalai et al. fueron los primeros en comunicar la asociacién entre un
polimorfismo del gen de la PCR y los niveles plasmaticos basales de la proteina (Szalai
et al, 2002). Concretamente, se trata de un polimorfismo que afecta al numero de
repeticiones del dinucledtido GT, observandose que los alelos GT16 y GT25 (16 y 25
repeticiones, respectivamente) se asociaban con los niveles de PCR mas bajos.

Desde entonces, se han identificado numerosos polimorfismos asociados a diferencias
en los niveles plasmaticos de PCR, como por ejemplo: -717G/A en el promotor del gen,
- 1444C/T y +219G/A en el extremo 3’ y +29A/T en el intron. Los genotipos asociados
a niveles de PCR mas elevados en los diferentes estudios fueron el +1444TT, -717AA,
+219GG y +29AA (Brull et al, 2003; Obisesan et al, 2004; D’ Aiuto et al, 2005; Suk et
al, 2005; Marsik et al, 2006).

A pesar de que todos los polimorfismos mencionados se han asociado a diferencias en
los niveles plasmaticos de PCR, ninguno de ellos ha demostrado ser funcional, esto es,
correlacionarse de forma directa con los niveles plasméaticos basales de PCR. Diversos
grupos han investigado este aspecto, y de todos los polimorfismos analizados, s6lo uno
parece confirmarse como verdaderamente funcional: se trata del polimorfismo trialélico
-390C/T/A localizado en la region promotora. De hecho, los portadores del genotipo TT
parecen tener una tendencia a presentar niveles elevados de PCR (Kovacs et al, 2005;
Szalai et al, 2005; Danik et al, 2006; Kathiresan et al, 2006).

La otra cuestion que se plantea es si los polimorfismos estudiados, ademés de influir en
los niveles plasmaticos de PCR, también influyen en el desarrollo de enfermedades
vasculares. En este sentido, el polimorfismo +1059G/C localizado en el exon II, ha
demostrado su correlaciéon con los niveles plasmaticos de PCR, pero no con la
trombosis arterial, presion arterial o presion del pulso (Zee, Ridker, 2002; Davey Smith

et al, 2005). Por otro lado, el polimorfismo GT20 que afecta a la repeticion del



dinucledtido GT del intron, es mas frecuente en individuos con niveles plasmaticos
elevados de PCR, asocidndose ademas a la incidencia de eventos vasculares (Szalai et
al, 2005). Otro polimorfismo no relacionado con los niveles plasmaticos de PCR, pero
significativamente mas frecuente en pacientes con EAC que en controles, es el -
717G/A, y mas concretamente el alelo A, que ademas ha demostrado su asociacion con
la incidencia de IAM 6 ictus cardioembolico en otro estudio independiente (Chen et al,
2005; Miller et al, 2005). Por ultimo, el unico polimorfismo funcional descrito hasta la
fecha, el -390C/T/A localizado en la regién promotora, ha demostrado relacionarse
tanto con los niveles plasmaticos de PCR como con una mayor prevalencia de EAC
(Crawford et al, 2006).

En cuanto a estudios realizados con haplotipos del gen de la PCR, los resultados han
sido muy variables, dependiendo en parte de la distribucion racial de los polimorfismos
analizados (Lange et al, 2006). Kardys et al. analizaron la relacion entre cuatro
haplotipos del gen de la PCR, los niveles plasmaticos de PCR y la EAC, concluyendo
que, a pesar de que los niveles plasmaticos varian en funcién de los diferentes
haplotipos, estos no influyen en la incidencia de EAC (Kardys et al, 2006).

El hecho de que algunos polimorfismos o haplotipos del gen de la PCR se relacionen
con los niveles plasmaticos de la proteina, pero no con el riesgo de enfermedad, puede
tener varias explicaciones. Por un lado, los niveles basales de PCR no sélo dependen de
factores genéticos, sino también de la interaccion con diversos factores de transcripcion
estimulados por citoquinas reguladoras como la IL-6 y la IL-1B (Black et al, 2004), que
probablemente ejerzan un mayor efecto sobre ellos. De hecho, los polimorfismos
genéticos solo justifican un 10% en la variacion de los niveles plasmaticos de PCR, que
a su vez estdn determinados genéticamente en hasta un 40% (Pankow et al, 2001;

Retterstol et al, 2003; MacGregor et al, 2004; Worns et al, 2006). En vista de la minima



variacion que suponen, no resulta sorprendente que la mayoria de los estudios
realizados no hayan podido encontrar/demostrar una relacion entre polimorfismos del
gen de la PCR y eventos cardiovasculares.

Por lo tanto, a pesar de que unos niveles séricos de PCR basalmente elevados son un
predictor independiente de enfermedad cardiovascular, ain no se ha podido establecer
una relacion causal entre los polimorfismos del gen de la PCR y la incidencia de EAC

(Kardys et al, 2006; Zacho et al, 2008).



2) La hormona circadiana melatonina

2.1. Aspectos generales de su fisiologia

La glandula pineal es un o6rgano neuroendocrino situado en la pared dorsal del
diencéfalo, detras del tercer ventriculo, que desde el punto de vista fisioldgico esta
estrechamente vinculado al hipotdlamo y a las glandulas endocrinas periféricas.

Esta compuesta por dos tipos celulares: 1) pinealocitos, predominantemente, que
producen indolaminas (serotonina y melatonina), otros péptidos y aminas
biogénicas; y 2) células de la neuroglia (Brzezinski, 1997).

A parte de su efecto sobre numerosos Organos, sistemas fisioldgicos y parametros
metabolicos, la glandula pineal juega un papel fundamental en la regulacion de los
ritmos bioldgicos. A través de la retina recibe informacioén acerca del nivel de
iluminacién ambiental y responde modulando los niveles de sintesis de la hormona
melatonina (Arendt, 1998). La melatonina, un derivado del triptofano, se aisld e
identifico estructuralmente por primera vez en 1958 a partir de extractos de glandula
pineal bovina (Lerner et al, 1958). Su biosintesis se realiza fundamentalmente en la
glandula pineal a partir del aminoécido triptofano, que por accion de una triptdéfano-
hidroxilasa (TPH) pasa a S5-hidroxitriptéfano, y éste, por decarboxilacion, a
serotonina. La serotonina a su vez, por acciéon de dos enzimas (arilalquilamina N-
acetiltransferasa [AA-NAT] e hidroxiindol-O-metiltransferasa [HIOMT]), se

transforma finalmente en melatonina (Reiter, 1991; Claustrat et al, 2005).
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Figura 1.- Esquema de la sintesis bioquimica de la melatonina. SAM: S-Adenosil-
Metionina; SAH: S-Adenosil-Homocisteina.

A parte de la glandula pineal, numerosos tejidos y organos extrapineales tienen la
capacidad de sintetizar melatonina en concentraciones muy diversas. De hecho, los
genes codificantes de las tres enzimas implicadas en su sintesis (TPH, AA-NAT y
HIOMT) no soélo se expresan en los pinealocitos, sino también en otras estructuras
cerebrales (cortex, estriado, nucleos del rafe, médula espinal y retina) y tejidos
periféricos (tracto gastrointestinal, 6rganos reproductivos, piel, plaquetas y células
del sistema inmune) (Kvetnoy 1999; Stefulj et al, 2001); por lo tanto, la melatonina
no s6lo cumple funciones endocrinas, sino también de mediador intracelular en

diversos tejidos.



Tanto la sintesis como la secrecion pineal de melatonina siguen un ritmo circadiano,

estimulandose por la oscuridad e inhibiéndose por la luz (Reiter, 1993; Brzezinski,

1997).
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Figura 2.- Regulacion foto-periodica de la sintesis de melatonina pineal.

El estimulo luminico se transmite desde la retina, a través del tracto retino-
hipotaldmico (TRH), al nucleo supraquiasmatico (NSQ) del hipotdlamo (“reloj
biologico”), y de ahi al sistema nervioso simpdtico a través de fibras del ganglio
cervical superior (GCS). La noradrenalina activa fundamentalmente los receptores
B-adrenérgicos en los pinealocitos, lo cual ocasiona un aumento intracelular del
AMP ciclico que estimula la produccion de melatonina. Los estimulos ol-
adrenérgicos ejercen un efecto sinérgico contribuyendo también a su secrecion

(Pangerl et al, 1990; Rubio et al, 1993). Durante las horas de luz, las células



fotorreceptoras de la retina estan hiperpolarizadas, lo cual inhibe la liberacion de
noradrenalina y mantiene el sistema retino-hipotalamico en un estado quiescente. En
la oscuridad, por el contrario, liberan noradrenalina que activa el sistema y estimula
la produccion glandular (Figura 2).

En cuanto a la sintesis extrapineal de melatonina, ésta no sigue un ritmo
luz/oscuridad, especulandose que una parte sea consumida localmente por los tejidos,
cumpliendo una funcidn protectora ante el estrés oxidativo (Tan et al, 2003). El resto
probablemente se una a proteinas para su almacenamiento (Lahiri et al, 1999). La
melatonina se libera al torrente sanguineo por difusion pasiva a medida que aumenta
su sintesis durante las horas de oscuridad. El pico de concentraciéon sérica (60-150
pg/ml) se alcanza entre las 2 y 4 a.m., para posteriormente disminuir de forma
gradual y mantener unas concentraciones séricas diurnas entre 10 y 20 pg/ml
(Brzezinski, 1997). La amplitud de las concentraciones séricas dia/noche varia
considerablemente a lo largo de las diferentes etapas de la vida. Asi, desde las
primeras fases del desarrollo embrionario, se establece el ritmo pineal de la expresion
génica de la AA-NAT, cuya amplitud, asi como la de la sintesis de melatonina,
aumentan de forma progresiva. Este hallazgo apoya la hipotesis de que el gen de la
AA-NAT juega un papel fundamental en el establecimiento del ritmo de sintesis de
la melatonina a lo largo del desarrollo embrionario (Herichova et al, 2001). En
plasma, la mayor parte de la melatonina se encuentra unida a proteinas, y so6lo una

cuarta parte circula de forma libre (Cardinali et al, 1972).

La melatonina se metaboliza principalmente en el higado a través del citocromo
P450, obteniéndose 6-hidroximelatonina, que a su vez es conjugada a derivados
sulfatados (70-80%) y glucuronizados (5%) (Cardinali, 1981). Estos conjugados, una

vez convertidos en moléculas polares, se eliminan en forma de 6-sulfatoximelatonina



por la orina (Markey et al, 1985). Recientemente se ha demostrado que una parte de
la 6-sulfatoximelatonina se produce en o6rganos extrahepaticos con altos niveles de
CYPI1B1 (Ma et al, 2005), como son el intestino, liquido cefalorraquideo y piel. Por

tanto, el higado no es el tnico 6rgano implicado en el metabolismo de la melatonina.

Existe ademés un metabolismo no enzimatico a través de la interaccion de la
melatonina con especies reactivas de oxigeno y nitrogeno (radical hidroxilo y
peroxinitrito), que da lugar a la formacion de 3-hidroximelatonina ciclica (Tan et al,

1998).

La melatonina, a través de la uniébn a proteinas intracelulares y receptores
especificos, regula diversas funciones fisioldgicas y neuroendocrinas, entre las que
destaca su papel como “transductor” principal del ritmo circadiano y modulador de la
transcripcion genética (Mor et al, 1999; Reiter, 2003). Ademas, numerosos trabajos
de investigacion han descrito sus multiples funciones inmunomoduladoras, tanto en
la vertiente celular como humoral, asi como sus propiedades antioxidantes,
oncostaticas y de antienvejecimiento (Guerrero, Reiter, 2002; Carrillo-Vico et al,

2003; Reiter, Tan, 2003; Macchi, Bruce, 2004).

Una de las funciones que ha suscitado especial interés es su actividad antioxidante,
que puede ejercer tanto de forma directa como indirecta. Asi, de forma directa
(receptor-independiente), la melatonina tiene la capacidad de captar especies
reactivas de oxigeno, actuando como un verdadero “recolector” de radicales libres.
Por otro lado, de forma indirecta (mediada por los receptores de membrana 6
nucleares), es capaz de estimular la actividad de diversas enzimas antioxidantes,
como la superdxido dismutasa (SOD), la catalasa y la glutatiéon peroxidasa (GPx)
(Reiter, Tan, 2003). Esta actividad antioxidante indirecta, asi como la cascada de

reacciones que da lugar a sus metabolitos, amplia enormemente la accidon



cardioprotectora de la melatonina y explica su gran eficacia ante situaciones de alto

estrés oxidativo (Cuzzocrea, Reiter, 2001; Reiter, Tan, 2003).

En cuanto a sus funciones inmunomoduladoras, éstas son multiples y variadas,

e implican tanto a la vertiente celular como humoral. En este sentido, se ha
comprobado que la melatonina es capaz de: aumentar el peso de timo y bazo,
incrementar la capacidad proliferativa de los linfocitos, aumentar el numero de
células natural killer y de monocitos en la médula 6sea, asi como el nimero y la
respuesta de las células productoras de anticuerpos (Guerrero, Reiter, 2002;
Maestroni, 2005). Ademas, también regula la expresion génica y la produccion de
multiples mediadores de la inmunidad, aumenta la capacidad de los macréfagos de
presentacion de antigenos a las células T, incrementa la expresion de las moléculas
del sistema mayor de histocompatibilidad de clase II y aumenta la produccion de IL-
1 y del TNF-a. Por tltimo, es capaz de regular al alza la expresion génica del factor
estimulante de colonias de granulocitos y macrofagos, del TNF-a, del factor de
crecimiento transformante  (TGF-f), asi como de la IL-1f y del INF-y, entre otros
(Carrillo-Vico et al, 2005).

Todas estas funciones estan mediadas mayoritariamente por dos tipos de receptores:
de la membrana celular y nucleares.

e Receptores de la membrana celular

Incluyen el Mel 1a (MT1), Mel 1b (MT2) y Mel 1¢ (MT3). Todos ellos pertenecen
a la misma familia de receptores acoplados a proteina G con siete dominios
transmembranicos (Reppert et al, 1994; Reppert et al, 1995; Carlberg, 2000). Hasta
la fecha, en mamiferos sélo se han clonado el Mel la y Mel 1b, que presentan un

60% de homologia en su contenido de aminoacidos (Dubocovich et al, 2003). Ambos



se expresan de forma variable en multiples o6rganos y tejidos, sin que se conozcan en

muchos casos las causas subyacentes a los diferentes perfiles de expresion.

El Mel la se expresa sobre todo en estructuras cerebrales, donde representa mas
del 99% del total de los sitios de unidon de la melatonina y actia como mediador del

efecto inhibitorio agudo de la hormona (Liu et al, 1997).

El Mel 1b predomina en las células retinianas, aunque también se expresa en
menor grado en el sistema nervioso central, donde esta implicado en la regulacién

del ritmo circadiano por la melatonina.

Asimismo, se ha detectado la expresion de ambos subtipos de receptores en el
sistema cardiovascular, con cuatro localizaciones principales: pared ventricular,
arterias coronarias, aorta y arterias periféricas. Sin embargo, sus efectos a este nivel
ain permanecen desconocidos, basandose en meras hipotesis derivadas de modelos

animales.

1) Pared ventricular

Ekmekcioglu ef al. fueron los primeros en demostrar la expresion de ambos
subtipos de receptores en el ventriculo izquierdo humano (Ekmekcioglu et al,
2001;18; Ekmekcioglu et al, 2003). Sin embargo, el efecto de la melatonina sobre la
funcion ventricular en humanos aun es desconocido. En ratas, a nivel del musculo
papilar, posee efectos antiadrenérgicos que inducen una reduccion de la fuerza
contractil (Abete et al, 1997). Ademas, puede inhibir la produccién del AMPc tras su
estimulacién con el agonista -adrenérgico isoproterenol en cultivos primarios de
células cardiacas de rata (Pang et al, 2002), y estimular las corrientes de calcio

activadas por alto voltaje en células cardiacas embrionarias (Mei et al, 2001).

2) Arterias coronarias



Diversos estudios han demostrado la presencia de ambos subtipos de receptores en
las arterias coronarias, tanto de muestras patoldgicas como de voluntarios sanos
(Ekmekcioglu et al, 2001;18; Ekmekcioglu et al, 2001;21; Ekmekcioglu et al, 2003).
Incluso existe cierta evidencia acerca de una variacion circadiana en la expresion del
MTT1 en dichas arterias (Ekmekcioglu et al, 2001;18). Sin embargo, también en esta

localizacién se desconoce el papel que juega la melatonina.

En modelos animales porcinos, la melatonina produce vasoconstriccion a través de
la inhibicion de los efectos del oxido nitrico y de la potenciaciéon de efectos

serotoninérgicos (Yang et al, 2001).

Estudios en animales sugieren un doble efecto de la melatonina sobre el lecho
vascular dependiendo del receptor activado: la activacion del MT1 produciria
vasoconstriccion y la del MT2, vasodilatacion (Masana et al, 2002). El mecanismo
de acciéon implicado probablemente sea una modulacion de los efectos

noradrenérgicos y/o del 6xido nitrico.

3) Aorta

También expresa ambos subtipos de receptores (Ekmekcioglu et al, 2001;21;
Ekmekcioglu et al, 2003). Estudios llevados a cabo en anillos adrticos de conejo, han
demostrado un efecto vasodilatador de la melatonina (Monroe, Watts, 1998),
probablemente mediado por la elevacion del oxido nitrico, la potenciacion de los
efectos de la acetilcolina y/o la inhibicion de los efectos de la noradrenalina

(Weekley, 1995).
4) Arterias periféricas
Se desconoce qué subtipos de receptores expresan y cudl es el efecto de la

melatonina a este nivel.



En ratas, la melatonina parece estar implicada en mecanismos termorreguladores
(Viswanathan et al, 1990). Estudios en humanos han demostrado que la melatonina
interviene en la variacion circadiana de la temperatura corporal (a través de
vasodilatacion periférica selectiva), asi como en la induccion del suefio (Cagnacci et
al, 1992; Hughes, Badia, 1997; Krauchi et al, 1997; van den Heuvel et al, 1999; Van

der Helm-van Mil et al, 2003).

Por otro lado, diversos estudios han demostrado que la melatonina reduce la
presion arterial en: varones sanos (Arangino et al, 1999), mujeres postmenopausicas
que reciben terapia hormonal sustitutiva (Cagnacci et al, 2001), diabéticos tipo 1

adolescentes (Cavallo et al, 2004) y pacientes con HTA esencial (Scheer et al, 2004).

Recientemente, una proteina con un perfil de union similar al Mellb ha sido
denominada Mellc (MT3). La proteina ha sido obtenida por purificacion a partir de
rindén de hamster. Esta muestra un 95% de homologia a una quinona-reductasa
humana (tipo 2), envuelta en procesos detoxificantes (Nosjean et al, 2000). Esta
proteina estd ampliamente distribuida en tejido de hamster, ratéon, perro y mono
(Nosjean et al, 2001). En células de melanoma de hamster (RPMI), la activacion de
este receptor incrementa el recambio intracelular de los segundos mensajeros

relacionados con los inositoles fosfato (Eison et al, 1993).

e Receptores nucleares

Se distinguen tres subtipos con perfiles de expresion claramente distintos:
- NRI1F1 (6 RZR/RORa), con expresion en varios organos y tejidos,
como sangre, c€lulas cutaneas (Becker-Andre et al, 1993; Steinmayr et

al, 1998), timo y bazo (Carrillo-Vico et al, 2003).



- NRIF2 (6 RZR/RORB), exclusivo de estructuras cerebrales/espinales y
retinianas, alcanzando méximos niveles de expresion en la glandula
pineal, sistema nervioso central, pars tuberalis de la hipofisis,
hipotdlamo y tdlamo (Becker-Andre et al, 1994; Park et al, 1996; Park
et al, 1997).

- NRIF3 (6 RZR/RORY), con expresion en varios tejidos, predominando
en el musculo esquelético (Hirose et al, 1994).

Pertenecen a la superfamilia de los receptores nucleares hormonales
esteroideos/tiroideos (Carlberg, 2000) y parecen estar implicados, al menos
parcialmente, en los efectos inmunomoduladores y circadianos de la melatonina

(Steinhilber et al, 1995; Garcia-Maurino et al, 1998; Carrillo-Vico et al, 2005).

2.2. La melatonina v su relacion con la EAC

Diversos estudios clinicos realizados en humanos han demostrado la existencia de
una relacion entre los niveles séricos de melatonina y la presencia de EAC,
constatandose la existencia de niveles de melatonina reducidos en comparacion con
sujetos controles (Brugger et al, 1995; Sakotnik et al, 1999; Altun et al, 2002; Girotti

et al, 2003).

En los ultimos afios, nuestro grupo de investigacion ha detectado la existencia de
una relacion entre los niveles séricos de melatonina y el IAM (Dominguez-Rodriguez
et al, 2002). Concretamente, observamos que los pacientes con IAM presentan unas

concentraciones nocturnas de melatonina inferiores a las de los sujetos controles.

Se sugirid que esta disminucién de los niveles nocturnos de melatonina en
pacientes con infarto sea debida, al menos en parte, a sus efectos antioxidantes,
concretamente a su capacidad para actuar como “recolector” de radicales libres

generados en las primeras 24 horas del infarto. De hecho, como ya se ha sefialado



previamente, el efecto cardioprotector de la melatonina en los pacientes con infarto
es doble: de forma directa, actuando como recolector de radicales libres, protegiendo
asi frente al dafo oxidativo (Cuzzocrea, Reiter, 2001; Reiter, Tan, 2003), y de forma
indirecta, estimulando las enzimas antioxidantes y estabilizando la fluidez de las

membranas (Reiter et al, 2001).

Esta capacidad antioxidante de la melatonina también juega un papel fundamental
en la progresion de la placa aterosclerdtica, formada por LDL oxidadas y otros
productos lipidicos oxidados. En un estudio realizado por Dominguez Rodriguez y
col. (Dominguez Rodriguez et al, 2005), se demostro la existencia de una asociacion
independiente entre los niveles nocturnos de LDL oxidadas y melatonina en los
pacientes con IAM. Los autores sugieren que los niveles nocturnos de melatonina en
sangre pueden ser requeridos, junto con otros antioxidantes fisioldgicos, para intentar

mantener el estrés oxidativo lo més bajo posible.

En relacion a las propiedades inmunomoduladoras de la melatonina, diversos
estudios han demostrado un ritmo luz-oscuridad de ciertos mediadores inflamatorios
como la IL-6 6 la PCR en pacientes con IAM. Se ha sugerido que algunas de estas
citocinas proinflamatorias puedan estar bajo un control neuroendocrino de la
melatonina, atribuyéndole ademas propiedades antiinflamatorias (Dominguez
Rodriguez et al, 2003; Dominguez Rodriguez et al, 2004; Dominguez Rodriguez et

al, 2006).

2.3. Melatonina y polimorfismos genéticos relacionados con la EAC

A pesar de la evidencia acumulada acerca de la implicacion de los receptores de la
melatonina en sus efectos cardioprotectores, aun se desconoce la existencia de

polimorfismos genéticos de los mismos que puedan influir de alguna forma en la



predisposicion a la aterosclerosis y sus complicaciones en humanos. No obstante,
estudios recientes (Bouatia-Naji et al, 2009; Lyssenko et al, 2009; Prokopenko et al,
2009) han identificado polimorfismos del gen del receptor de la melatonina 1b (Mel 1b)
que modulan los niveles de glucemia en ayunas, cuya elevacion constituye un factor de
riesgo para el desarrollo de diabetes mellitus tipo 2 (DM2) y EAC. En sujetos sanos, no
diabéticos, existe una gran variabilidad individual en los niveles de glucemia en ayunas,
que en aproximadamente un 30% obedece a razones genéticas (Snieder et al, 1999;
Watanabe et al, 1999). Sin embargo, hasta la fecha s6lo se ha podido explicar una
pequenia parte de esta variabilidad genética.

Diferentes estudios han demostrado que el receptor de la Mel 1b se expresa en los
islotes pancreaticos humanos y las células  (Ramracheya et al, 2008; Bouatia-Naji et
al, 2009; Lyssenko et al, 2009). En sujetos sanos, la secrecion de insulina sigue un ritmo
circadiano opuesto al de la secrecion de melatonina, con picos en sus niveles durante el
dia (Boden et al, 1996), probablemente debido a una regulacion melatoninérgica central
mediada por los receptores MT2 de las células B pancreaticas (Van Cauter et al, 1998).
Esta hipotesis ha sido corroborada por diferentes estudios que han demostrado una
alteracion del ritmo circadiano de la melatonina en la DM2 (Peschke et al, 2006;
Peschke et al, 2007).

Entre los diferentes loci genéticos implicados en su regulacion, destaca el gen que
codifica el receptor de la Mel 1b, y mas concretamente los polimorfismos rs10830963 y
rs1387153. Ambos se han relacionado con un aumento de la glucemia en ayunas y con
una alteracion de la secrecion de insulina, lo cual conlleva finalmente a un mayor riesgo
de desarrollar DM2 (Bouatia-Naji et al, 2009; Lyssenko et al, 2009; Prokopenko et al,

2009).



En un metaanalisis de 10 estudios de asociacion gendmica, y 13 estudios de casos
y controles de DM2 (Prokopenko et al, 2009), se ha demostrado la asociacion del alelo
G del polimorfismo rs10830963 con un aumento de la glucemia en ayunas y un mayor
riesgo de DM2. Del mismo modo, Lyssenko et al. confirmaron estos hallazgos en dos
estudios prospectivos, proponiendo como mecanismo causal un deterioro progresivo de
la secrecion de insulina, tanto basal como en respuesta a la administracion de glucosa,
en los portadores del alelo G. Asimismo demostraron la expresion del receptor Mel 1b
en los islotes pancreaticos humanos, predominantemente en las células B, y observaron
que ésta aumentaba en los portadores del alelo G y en los diabéticos (Lyssenko et al,
2009).

Por otra parte, en otro metaanalisis de asociaciéon gendmina, que incluyo 2151
sujetos sanos, se identifico el polimorfismo rs1387153 (Bouatia-Naji et al, 2009). Dicho
polimorfismo, y mas concretamente su alelo T, se asocié con un aumento de la
glucemia en ayunas y con un mayor riesgo de DM2 en la poblacion europea. Asimismo
demostraron un efecto aditivo de éste y otros tres polimorfismos identificados en
estudios previos (rs1799884 del gen GCK, rs560887 del gen G6PC2 y rs1260326 del
gen GCKR) sobre los niveles de glucemia en ayunas, de tal forma que a mayor nimero
de alelos de riesgo, las glucemias son mas elevadas (Weedon et al, 2005; Bouatia-Naji
et al, 2008; Chen et al, 2008; Vaxillaire et al, 2008). Este efecto combinado de los
polimorfismos de riesgo sobre la glucemia fue confirmado en un estudio de replicacion
holandés, en el que ademas se demostré una asociacion entre el nimero de alelos de
riesgo y la susceptibilidad al desarrollo de DM2 (Reiling et al, 2009). Por lo tanto, el
aumento de la expresion de los receptores en sujetos diabéticos (Peschke et al, 2007) y

en portadores de alelos de riesgo (Lyssenko et al, 2009), sugiere claramente su



implicacion en la patogenia de la DM2 a través de un efecto inhibitorio sobre las células
B pancreaticas.

En resumen, a pesar que aun no se han identificado polimorfismos de los
receptores melatoninérgicos relacionados con la EAC, si se conocen polimorfismos de
los mismos que modulan el riesgo de desarrollar DM2, que, al fin y al cabo, es un

conocido factor de riesgo cardiovascular.



OBJETIVOS



La aterosclerosis es una enfermedad inflamatoria sistémica crénica en cuya
fisiopatologia intervienen multiples tipos celulares, asi como una gran variedad de
factores humorales, citoquinas y otros mediadores de la inflamacion. La melatonina, a
través de sus diversas funciones inmunomoduladoras y propiedades antioxidantes,
podria desempeiar un papel en la regulacion de determinados mediadores inflamatorios

y de esta forma controlar la progresion del proceso aterosclerotico.

En un intento de explicar las altas tasas de mortalidad por cardiopatia isquémica en
nuestra area geografica, establecemos la hipotesis de la existencia de una serie de
polimorfismos genéticos “desfavorables”, tanto de la melatonina como de los diferentes
mediadores inflamatorios relacionados con la aterotrombosis coronaria, que, desde un
punto de vista fisiopatologico, ocasionen una disminucion de las concentraciones
séricas de melatonina, una menor proteccion frente al dafio oxidativo inducido por los
radicales libres, y, en el contexto de un perfil de ‘“factores medioambientales”
desfavorable, una mayor incidencia de infarto agudo de miocardio. Es decir, en nuestra
region existiria un mayor grado de “no proteccion” frente a la cardiopatia isquémica,
debido a la interaccién entre factores genéticos, inflamatorios y ambientales
desfavorables.
La profundizacion en el conocimiento de estos “factores no protectores” puede ser de
gran utilidad en areas geograficas con una alta prevalencia de la enfermedad, ya que
permitiria desarrollar técnicas de cribaje genético que ayudasen a predecir el riesgo de
cardiopatia isquémica, mejorando asi las estrategias de prevencion primaria y
secundaria.
Los principales objetivos de esta tesis son los siguientes:

1. Estudiar los polimorfismos genéticos de la melatonina y de los mediadores

inflamatorios de la aterotrombosis coronaria (interleukina 6, matriz



metaloproteinasa 9, LDL oxidado, soluble CD40 ligando, endotelina 1,
oxido nitrico y proteina C reactiva) en pacientes con IAM en la isla de
Tenerife, y compararlos con controles representativos de la poblacion de
referencia sin cardiopatia isquémica, apareados por edad y sexo.

Estudiar la interrelacion de los diferentes polimorfismos genéticos con los

factores de riesgo cardiovasculares y los datos antropométricos.



MATERIAL Y METODOS



1) DESCRIPCION DE LA MUESTRA DEL ESTUDIO

1.1. Tipo de diseio

Disefio de casos y controles, con casos incidentes.

1.2. Poblacion de estudio

- CASOS: Pacientes (atendidos en el Servicio de Urgencias del Hospital
Universitario de Canarias y) diagnosticados de sindrome coronario
agudo con (SICACEST) y sin elevacion del segmento ST (SICASEST).

- CONTROLES: Sujetos sanos, sin antecedentes de enfermedad arterial

coronaria (EAC).

1.3. Casos
En el estudio se incluyeron 300 pacientes seleccionados de forma prospectiva

desde marzo de 2005 a marzo de 2006.

1.4. Controles
Se seleccionaron 250 sujetos sanos, sin antecedentes de EAC, de los diferentes

municipios de la isla de Tenerife.



1.5. Criterios de inclusion de los sujetos del estudio

- Edad mayor de 18 afios.

- Origen canario (nacidos en Canarias con un minimo de tres
generaciones previas de canarios).

- Ausencia de: antecedentes cardiovasculares, enfermedades
infecto-contagiosas, patologia hepatica y/o gastrointestinal,
adiccion a drogas por via parenteral, 6 cualquier otra condicion
médico-quirurgica que pueda poner en riesgo al sujeto ¢ limitar

su capacidad de cooperacion en el estudio.

1.6. Criterios para los CASOS:

Los pacientes con SICACEST se diagnosticaron siguiendo los criterios establecidos

para la definicion universal del IAM (Thygesen et al, 2007):

Deteccion de aumento y/o disminucidon de biomarcadores miocardicos (preferiblemente
troponina), con al menos una determinacion por encima del percentil 99 del limite
superior de referencia, junto con evidencia de isquemia miocéardica determinada por al

menos uno de los siguientes:

1) Sintomas de isquemia.

2) Cambios electrocardiograficos sugestivos de isquemia (cambios del segmento
ST-T 6 bloqueo de rama izquierda de nueva aparicion).

3) Aparicion de ondas Q patoldgicas en el electrocardiograma.

4) Evidencia por prueba de imagen de pérdida de miocardio viable 6 de trastorno

segmentario de la contractilidad de nueva aparicion.



Por otro lado, el diagnostico de SICASEST se establecio en base a los criterios clinicos

y electrocardiograficos expuestos en las guias de la Sociedad Europea de Cardiologia

(Bassand et al, 2007), y que se pueden resumir como sigue:

1) Dolor toracico sugestivo de isquemia.

2) Cambios electrocardiograficos, que incluyen: depresion persistente o transitoria del

segmento ST, cambios de onda T (inversion, aplanamiento o pseudonormalizacion) 6

ausencia de cambios electrocardiograficos.

1.7. Criterios para los CONTROLES:

Exclusion de antecedentes cardiovasculares mediante anamnesis, exploracion

fisica y electrocardiograma basal.

1.8. Ciriterios de exclusion de los sujetos del estudio

Insuficiencia renal aguda o cronica.

Enfermedades hepaticas.

Patologia tiroidea.

Embarazo.

Enfermedades psiquiatricas.

Infecciones especificas y no especificas.

Enfermedades autoinmunes y del tejido colageno.
Enfermedades malignas.

Adiccion a drogas.

Tratamiento inmunosupresor, con quimioterapia o radioterapia.
Enfermedades relacionadas con alteraciones en los patrones

circadianos (sindrome de jet lag).



Todos los sujetos del estudio, antes de ser incluidos, fueron evaluados mediante
anamnesis, exploracion fisica, radiografia de torax, electrocardiograma y analitica de

sangre.

El estudio se realiz6 de acuerdo a los principios de la Declaracion de Helsinki y de la

Asamblea Médica Mundial, previo consentimiento informado de todos los participantes.

2) PROTOCOLO EXPERIMENTAL DE OBTENCION DE

MUESTRAS

Una vez ingresados en la Unidad de Coronarias, a todos los sujetos del estudio se les
implanté un catéter en la vena antecubital del antebrazo para la extracciéon de muestras
sanguineas. Dicha extraccion se realizo tras un periodo de ayuno de al menos 10 horas,

salvo en los casos, en los que se realizo lo antes posible tras el ingreso.

2.1. Metodologia de trabajo

Tanto en los casos como en los controles, las muestras de sangre se recogieron en tubos
tipo Vacutainer con gel separador. Después de aproximadamente unos 10 minutos a
temperatura ambiente se centrifug6 a 4000 rpm durante 10 minutos para la obtencion de
suero. Posteriormente, cada uno de los sueros fue alicuotado y almacenado, por

congelacion, a —40°C hasta su procesamiento.

El mismo procesamiento fue llevado a cabo tanto para los casos como para los

controles.



3) METODOS DE LABORATORIO

3.1. Determinacion de bioquimica sanguinea

La determinacion de las concentraciones plasmaticas de glucosa, colesterol total y sus
diferentes fracciones, triglicéridos, acido urico, creatinina, apo-B, HbAlc, albimina y
fibrindgeno, se realizo en el Laboratorio Central del Hospital Universitario de Canarias

mediante los test enzimatico colorimétrico e inmunoturbidimétrico.

3.2. Extraccion del DNA

La extraccion del DNA en suero se realiz6 siguiendo el protocolo estandarizado para la

purificacion y cuantificacion del mismo, que se resume a continuacion:

3.2.1.) Protocolo para la purificacién/concentracion de DNA en suero sanguineo (segun

protocolo de QIAGEN, QIAmp DNA mini kit, Qiagen Ltd, Qiagen House, Fleming

Way, Crawley, Sussex, UK)

=  Pipetear 200 pl de suero en el fondo de un tubo de eppendorf de 1,5 ml.
= Afadir 20 pl de la mezcla de QIAGEN proteasa a cada una de las
muestras.
» Afadir 200ml de Buffer AL (Buffer para proteasa) a las muestras y
mezclar con vortex durante 15 segundos.
- Para asegurar una lisis eficiente, es imprescindible que la muestra
y el Buffer AL sean mezclados completamente para obtener una
solucion homogénea (evitar afiadir QIAGEN proteasa

directamente al Buffer AL ya que éste la inactiva).



Incubar a 56° C durante 10 minutos.

- El rendimiento de DNA alcanza un maximo tras una lisis
durante 10 minutos a esa temperatura (56 °C).

- Tiempos de incubacion mas largos no influyen en el rendimiento
6 en la calidad del DNA purificado.

Centrifugar brevemente el tubo de eppendorf para quitar las gotas del
interior de la tapa.

Anadir 200 pl de etanol (96-100%) a la muestra y mezclar
nuevamente con vortex durante 15 segundos. Después de mezclar,
centrifugar brevemente el tubo de eppendorf para quitar las gotas del
interior de la tapa.

Aplicar cuidadosamente la muestra obtenida a la columna de
centrifugado QIAamp, alojada en un tubo de recoleccion de 2 ml, sin
mojar el borde. Cerrar la tapa y centrifugar a 8000 rpm durante 1
minuto. Colocar la columna de centrifugado en un tubo de
recoleccion limpio y desechar el eluido anterior.

- Cerrar cada columna de centrifugado para evitar la formacion
de aerosoles durante el centrifugado.

- La centrifugacion se lleva a cabo a 8000 rpm. La
centrifugacion a velocidad méxima no afecta el rendimiento 6
la pureza del DNA. En caso de que la disolucion de lisis no
haya atravesado completamente la columna tras el
centrifugado, se debera centrifugar otra vez a mayor velocidad

hasta que la columna esté limpia.



. Abrir cuidadosamente la columna y afiadir 500 pl de Buffer AW1 sin
mojar el borde. Cerrar la tapa y centrifugar a 8000 rpm durante 1
minuto. Colocar la columna de centrifugado en un tubo de
recoleccion limpio y desechar el eluido anterior .

= Abrir cuidadosamente la columna y afiadir 500 pl de Buffer AW2 sin
mojar el borde. Cerrar la tapa y centrifugar a velocidad méaxima
(12000 rpm) durante 3 minutos. Colocar la columna de centrifugado
en un tubo de recoleccion limpio y desechar el eluido anterior.

= Abrir cuidadosamente la columna y afiadir 100 pl de buffer AE.
Incubar a temperatura ambiente (15-25 °C) durante 5 minutos y
luego centrifugar a 12000 rpm durante 2 minutos.

- La incubacion de la columna de centrifugado cargada con el
Buffer AE durante 5 minutos a temperatura ambiente antes
de la centrifugacion normalmente incrementa el rendimiento
de DNA.

- Los DNAs purificados de las muestras de suero fueron

almacenadas a 4 °C hasta su posterior procesamiento (PCRs).

3.2.2.) Protocolo para la cuantificacién de DNA en suero

Para la determinacion de la concentracion de DNA en suero se utiliz6 el reactivo de
Hoechst 33258 Dye y como variable cuantificable la medida de la fluorescencia del
complejo formado (Dyna-Quant 200 fluorimeter, Mount Holly, New York).

El fundamento de la técnica esta basado en que el reactivo Hoechst 33258 Dye es un

mutageno intercalante del DNA que se une a las regiones ricas en A-T (adenina-timina)



del DNA bicatenario. Esta unién del reactivo al DNA emite una fluorescencia
proporcional a la concentracion de DNA (A excitacion = 350 nm; A emision = 450 nm).

En el fluorimetro se cuantifica la fluorescencia emitida por el intercalante,
proporcionando asi la concentracion de DNA en cada una de las muestras. La
sensibilidad de esta determinacion es de 6.8 ng/ml. Como referencia ¢ patrén para la
curva de calibracion, se utiliz6 DNA de timo de vaca (DNA estandar). Este DNA
estandar es bicatenario, altamente polimerizado y contiene aproximadamente un 58% de
A-T. La recta de calibracion se construyd entre las concentraciones 0-200 ng/ml, a partir
de una disolucion stock de 40 ng/ml. La recta de calibracién obtenida presentd un
coeficiente de correlacion entre la fluorescencia y las concentraciones estaindar de DNA
de r? = 0.9948. Las muestras problemas (DNA extraido del suero), con su fluorescencia
conocida, fueron interpoladas en la recta de calibracion para la cuantificacion de las

mismas. Los coeficientes intra e inter-ensayo fueron, 3.87 y 5.49 %, respectivamente.

Una vez purificado y cuantificado el DNA, se procedid al genotipado de los diferentes
polimorfismos genéticos utilizando como herramienta amplificadora la reaccidon en

cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction 6 PCR).

4) ANALISIS ESTADISTICO

Todas las variables continuas se expresan como medias + desviaciones estandar.
Las comparaciones de proporciones se llevaron a cabo con la prueba de chi-cuadrado o
la prueba exacta de Fischer, segin procediera. Para la comparacion de medias entre
pares de grupos se utilizd la prueba de la t de Student. La presencia de equilibrio de
Hardy-Weinberg en la muestra de estudio para los polimorfismos de un tUnico
nucledtido (SNPs) estudiados se comprobd con la prueba de chi-cuadrado. Para la

estimacion de la funcion de supervivencia se us6 la prueba de Kaplan-Meier. Se utilizo



el programa estadistico SPSS version 17.0 para Windows para el andlisis de los datos.

Se consideraron diferencias estadisticas significativas si p < 0,05.



RESULTADOS



1) DESCRIPCION Y COMPARACIONES CLINICAS BASALES DE

LA MUESTRA

Se incluyeron 300 pacientes (215 varones; edad media 63 + 11 afios) diagnosticados de
sindrome coronario agudo con y sin elevacion del segmento ST y 250 controles de
similares edad y sexo (164 varones; edad media 60 + 12 afios). En cuanto a los factores
de riesgo cardiovasculares, los casos presentaron una mayor proporcion de diabetes
mellitus, hipercolesterolemia, tabaquismo, antecedentes de enfermedad coronaria previa
y vasculopatia periférica. Asimismo las concentraciones de glucosa, colesterol total y
sus diferentes fracciones, fueron significativamente mayores en los casos que en los
controles. En el resto de los parametros analiticos no se observaron diferencias

estadisticamente significativas (Tabla 1).



Tabla 1

Controles Casos
(n=250) (n=300) P

Edad 60,54 £ 12,2 63,84+ 11,12 0,23
Sexo (varones) —n (%) 164 (65,6) 215 (71,7) 0,12
IMC 29,14 +3,46 28,74 + 4,44 0,34
Diabetes mellitus —n (%) 55(22) 112 (37,3) < 0,001
Hipercolesterolemia —n (%) 78 (31,2) 142 (47,3) <0,001
HTA —n (%) 133 (53,2) 163 (54,3) 0,79
Tabaquismo —n (%) 32 (12,8) 121 (40,3) < 0,001
Vasculopatia periférica —n (%) 13 (5,2) 36 (12) 0,005
Enf. Coronaria previa —n (%) 0 (0) 61 (20,5) <0,001
Glucemia (mg/dl) 101,19 + 24,80 151,99 £ 72,12 < 0,001
Colesterol total (mg/dl) 184,10 + 45,58 195,61+ 37,96 0,002
HDL-c (mg /dl) 40,37 + 8,93 45,24 + 10,05 < 0,001
LDL-c (mg/dl) 112,99 + 38,97 118,26 £ 32,06 0,008
Triglicéridos (mg/dl) 159,95 £56,16 152,35+ 71,47 0,17
Apo-B (mg/dl) 97,57 + 26,44 101,78 £25,09 0,058
Albumina (mg/dl) 3,80+ 0,16 3,82 +0,32 0,91
Hb basal (mg/dl) 14,13 £ 1,55 14,30 + 1,60 0,22
Leucocitos al ingreso 8062,35 +£2130,13 | 10396,96 + 3233,53 0,18
Creatinina (mg/dl) 0,93 +0,17 0,96 + 0,38 0,20
Acido urico (mg/dl) 6,14 + 1,45 6,12 +3,02 0,34




1.1. Caracteristicas clinicas cardiologicas de los casos

Las caracteristicas clinicas evaluadas en los casos fueron:
* Sindrome isquémico coronario agudo: tipo y presentacion clinica (clasificacion
de Braunwald).
» Clasificacion de riesgo TIMI de angina inestable /infarto agudo de miocardio
con elevacion del segmento ST
» Clase Killip al ingreso.
» Tratamiento de reperfusion.
De los 300 pacientes incluidos, 171 (57%) se diagnosticaron de un sindrome isquémico
coronario agudo con elevacion del segmento ST y 129 (43%) sin elevacion del
segmento ST. En cuanto a la presentacion clinica del sindrome anginoso segin la
clasificacion de Braunwald, 73 (24%) pacientes debutaron con angina clase I, 3 (1%) en
clase II y 224 (75%) en clase IIl. En la practica totalidad de los pacientes (98%) se
trataba de una angina primaria, y 5 (2%) presentaron una angina postinfarto.
El riesgo TIMI de angina inestable y de infarto agudo de miocardio con elevacion del

segmento ST para ambos subgrupos de pacientes se muestra en la Tabla 1.1.



Tabla 1.1

Casos
n =300
Riesgos TIMI —n (%)
De angina inestable 0/1 4 (3,1%)

De angina inestable 2

20 (15,5%)

De angina inestable 3

32 (24,8%)

De angina inestable 4

26 (20,1%)

De angina inestable 5

16 (12,4%)

De angina inestable 6

21(16,2%)

De angina inestable 7

10 (7,7%)

De infarto de miocardio con segmento ST elevado 0/1

25 (14,6%)

De infarto de miocardio con segmento ST elevado 2

22 (12,8%)

De infarto de miocardio con segmento ST elevado 3

43 (25,1%)

De infarto de miocardio con segmento ST elevado 4

28 (16,3%)

De infarto de miocardio con segmento ST elevado 5

23 (13,4%)

De infarto de miocardio con segmento ST elevado 6 8 (4,6%)
De infarto de miocardio con segmento ST elevado 7 11 (6,4%)
De infarto de miocardio con segmento ST elevado 8 3 (1,7%)
De infarto de miocardio con segmento ST elevado >8 8 (4,6%)

El 91% de los pacientes presentaban una clasificacion hemodinamica de Killip I al

ingreso. Asimismo, el 56% fueron revascularizados con angioplastia transluminal




percutanea, el 3,4% con fibrinoliticos y el 11,3% con cirugia de revascularizacién

coronaria.

1.2. Anatomia coronaria de los casos

La anatomia coronaria de los casos se expone en la Tabla 1.2. En lo que respecta a la
presencia de lesiones obstructivas, el 31,4% de los pacientes no presentaban lesiones
obstructivas significativas, mientras que el resto tenia afectacion variable de las tres
arterias coronarias, predominando la enfermedad de un vaso. La arteria mas
predominantemente afectada en nuestros pacientes fue la descendente anterior, seguida

de la circunfleja y coronaria derecha.

Tabla 1.2
Casos
n=2300

Lesiones obstructivas no significativas —n (%) 94 (31,4)
Lesion de 1 vaso—n (%) 86 (28,6)
Lesiones de 2 vasos—n (%) 59 (19,7)
Lesiones de 3 vasos—n (%) 61 (20,4)
Arteria responsable del sindrome clinico del paciente—n (%)

Arteria Descendente anterior 145 (48,3)

Arteria Coronaria derecha 66 (22)

Arteria Circunfleja 69 (23)

Arteria Tronco comun de Coronaria izquierda 20 (6,6)




1.3. Complicaciones cardiovasculares durante el ingreso en los casos

Como puede apreciarse en la Tabla 1.3, la complicacioén cardiovascular mas frecuente
fue, con diferencia, la taquicardia y/o fibrilacion ventricular, seguida por el sindrome de
insuficiencia cardiaca, mientras que el accidente cerebrovascular fue la complicacion

mas infrecuente.

Tabla 1.3
Casos
n= 300
Complicaciones cardiovasculares—n (%)
Mortalidad 10 (3,3)
Isquemia recurrente 22 (7,5)
Infarto — reinfarto 3(1)
Insuficiencia cardiaca 43 (14,7)
Accidente cerebro vascular 1(0,3)
Fibrilacion auricular 40 (13,7)
Taquicardia y/o fibrilacion ventricular 89 (30,5)
Insuficiencia mitral aguda 6(2,1)




1.4. Tratamiento farmacoldgico en los casos

La totalidad de los pacientes recibieron tratamiento con estatinas, y un elevado
porcentaje de los mismos, doble tratamiento antiagregante con aspirina y clopidogrel
(98,7 y 81%, respectivamente), asi como betabloqueantes (92%). Entre los farmacos
antihipertensivos, el segundo grupo mas utilizado después de los betabloqueantes,
fueron los inhidores de la enzima convertidora de la angiotensina (31,7%). La

utilizacion del resto de farmacos puede observarse en la Tabla 1.4.

Tabla 1.4

Casos
Uso de Farmacos —n (%) n =300
Aspirina 296 (98.7)
Clopidogrel 243 (81)
Beta bloqueantes 276 (92)
Antagonistas del calcio 26 (8,7)
Seguril 51 (17)
IECA 95 (31,7)
ARATI 4(1,3)
Espironolactona 10 (3,3)
Insulina 141 (47)
Antidiabeticos orales 53 (17,7)
Trimetazidina 4(1,3)
Estatinas 300 (100)




1.5. Resultados de la prueba de equilibrio de Hardy-Weinberg de los SNPs

Para los genotipos de la fosfolipasa A2-Ila, soluble CD40 ligando (sCD40L),
mieloperoxidasa (MPO), matriz metaloproteinasa-9 (MMP-9), paraoxonasa 1 (PON 1),
proteina C reactiva (PCR), interleucina-6 (IL-6) y del receptor de la melatonina 1A (Mel
1A), se confirmé que la proporcion de estos genotipos se ajustaba al equilibrio de

Hardy-Weinberg (Tabla 1.5).

Tabla 1.5

x p
Genotipo Fosfolipasa A2-Ila 0,09 0,75
Genotipo Soluble CD 40 Ligando 2,51 0,11
Genotipo Mieloperoxidasa 3,11 0,07
Genotipo Matriz metaloproteinasa-9 0,76 0,38
Genotipo Paraoxonasa 1 0,79 0,37
Genotipo Proteina C reactiva 1,22 0,26
Genotipo Interleucina-6 1,61 0,20
Genotipo Receptor de la melatonina 1A | 0,49 0,48




1.6. Distribuciones de frecuencias de los genotipos en los grupos de estudio

En la Tabla 1.6 se expone la distribucion de frecuencias de los genotipos de la

fosfolipasa A2-Ila, sCD40L, MPO, MMP-9, PON 1, PCR, IL-6 y del receptor de la

Mel 1A entre ambos grupos. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas

en la distribucién genotipica de la mayoria de los polimorfismos estudiados entre casos

y controles. Concretamente, los genotipos mas frecuentes en el grupo de los casos,

comparado con los controles, fueron: el homocigoto GG del sCD40L (5,8% vs 2,4%) y

CC de la MMP-9 (6,5% vs 2,5%), el heterocigoto CG de la PCR (5,8% vs 1,8%)), el

homocigoto GG de la IL-6 (6,9% vs 2,9%) y el heterocigoto CT del receptor Mel 1A

(4,5% vs 1,3%).

Tabla 1.6
Controles Casos p

rs1774131
Genotipo Fosfolipasa A2-1la (655 T/C)—n (%)

AA 143 (26%) 145 (26,4)

AG 93 (16,9) 129 (23,5)

GG 14 (2,5) 26 (4,7)

Total 250 300 0,08
rs3092952
Genotipo Soluble CD40 Ligando (-3459 A/G)—n (%)

AA 148 (27,5) 153 (28,4)

AG 81 (15) 113 (21)

GG 13 (2,4) 31 (5,8)

Total 242 297 0,02




Genotipo Mieloperoxidasa (-463 G/A)—n (%)

GG 214 (38,9) | 259 (47,1)

GT 36 (6,5) 41 (7,5)

Total 250 300 0,80
rs17576
Genotipo Matriz metaloproteinasa-9 (R279Q)—n (%)

TT 123 (22,4) 131 (23,8)

CT 113 (20,5) 133 (24,2)

CcC 14 (2,5) 36 (6,5)

Total 250 300 0,02
Rs662
Genotipo Paraoxonasa 1 (Q192R)—n (%)

AA 124 (22,5) 143 (26)

AG 104 (18,9) 122(22,2)

GG 22 (4) 35(6,4)

Total 250 300 0,54
rs1800947
Genotipo Proteina C reactiva (1059G/C)—n (%)

GG 239 (43,5) | 267 (48.,5)

CG 10 (1,8) 32 (5,8)

CcC 1(0,2) 1(0,2)

Total 250 300 0,01




rs1800795

Genotipo Interleucina-6 (-174G/C)—n (%)

cC 140 (25,5) | 139 (25,3)

CG 94 (17,1) | 122(22,2)

GG 16 (2,9) 38 (6,9)

Total 250 299 0,01
rs28383653

Genotipo Receptor de la MEL 1A (G166E)—n (%)

cC 243 (44,2) | 275 (50)
CT 7(1,3) 25 (4,5)
Total 250 300 0,006

2) ANALISIS MULTIVARIADO

2.1. Comparacion de proporciones de los SNPs entre los casos para cada factor

de riesgo cardiovascular

Se compar6 la proporcion de polimorfismos favorables y desfavorables entre los casos,
controlando por diferentes variables clinicas, como la diabetes mellitus,
hipercolesterolemia, hipertension arterial, tabaquismo, vasculopatia periférica, y

enfermedad arterial coronaria previa.




En el caso del sCD40L, no hubo diferencias estadisticamente significativas en la

proporcion de polimorfismos favorables y desfavorables entre los casos, controlando

por cada uno de los factores de riesgo cardiovasculares mencionados.

Genotipo SNPs SNPs
favorables desfavorables p
Soluble CD40 AA/AG GG
ligando
(n=153) (n=31)
(-3459 A/G)
(rs3092952)
Variables clinicas—n (%)

Diabetes mellitus 55 (36) 13 (42) 0,50
Hipercolesterolemia 75 (49) 12 (39) 0,66
HTA 81 (53) 15 (48) 0,60
Tabaquismo 68 (44) 12 (39) 0,27
Vasculopatia periférica 23 (15) 2 (6) 0,36
EAC previa 29 (19) 5(16) 0,74




Sin embargo, en el caso de la PCR, se observd una mayor proporcion de polimorfismos

favorables en los pacientes fumadores.

Genotipo SNPs SNPs p
favorables desfavorables
Proteina C GG CG/CC
reactiva
(1059G/C) (n=267) (n=32)
(rs1800947)
Variables clinicas—n (%)
Diabetes 97 (36) 14 (44) 0,30
Hipercolesterolemia 126 (47) 15 (47) 0,57
HTA 144 (54) 18 (56) 0,63
Tabaquismo 115 (43) 6 (19) 0,02
Vasculopatia periférica 32 (12) 4(12) 0,93
EAC previa 58 (22) 3(10) 0,24




En cuanto a la IL-6, tampoco hubo diferencias estadisticamente significativas entre los

polimorfismos favorables y desfavorables, controlando por los diferentes factores de

riesgo cardiovasculares.

Genotipo SNPs SNPs p
favorables desfavorables
Interleucina-6 CC/ICG GG
(-174G/C)
(rs1800795) (n=139) (n=38)
Variables clinicas—n (%)

Diabetes 51 (37) 17 (45) 0,66
Hipercolesterolemia 69 (50) 39 (50) 0,62
HTA 75 (54) 24 (63) 0,46
Tabaquismo 53 (38) 19 (50) 0,35
Vasculopatia periférica 20 (14) 2(5) 0,46
EAC previa 29 (21) 9(24) 0,19




En lo que respecta al polimorfismo desfavorable de la MMP-9, fue significativamente

mas frecuente en los pacientes diabéticos e hipertensos, mientras que para el resto de las

variables clinicas analizadas no se observaron diferencias estadisticamente
significativas.
Genotipo SNPs SNPs p
favorables desfavorables
MMP-9 TT/CT CcC
((rI:1277 59 ;26)) (n=131) (n=36)
Variables clinicas—n (%)
Diabetes 37 (28) 17 (47) 0,01
Hipercolesterolemia 65 (50) 15 (42) 0,68
HTA 60 (46) 25 (69) 0,01
Tabaquismo 58 (44) 15 (42) 0,39
Vasculopatia periférica 19 (14) 4(11) 0,49
EAC previa 30 (23) 9(25) 0,38




Por ultimo, los polimorfismos del Mel 1A mostraron diferencias estadisticamente

significativas, en cuanto a la proporcion de polimorfismos desfavorables, en los

pacientes con vasculopatia periférica.

Genotipo SNPs SNPs p
favorables desfavorables
MELI1AG CcC CT
(G166E)
(rs28383653) (n=275) (n=25)
Variables clinicas—n (%)

Diabetes 103 (37) 9 (36) 0,88
Hipercolesterolemia 128 (46) 14 (56) 0,36
HTA 145 (53) 18 (72) 0,06
Tabaquismo 108 (39) 13 (52) 0,21
Vasculopatia periférica 29 (10) 7 (28) 0,01
EAC previa 53 (19) 8(32) 0,13




2.2. Distribuciones de frecuencias para casos y controles de la combinacion

sinérgica de los genotipos desfavorables de los SNPs del receptor de la melatonina

con los mediadores inflamatorios

Se analizo6 la distribucion de la combinacion sinérgica de los genotipos desfavorables

del receptor de la melatonina 1A y de los mediadores inflamatorios (MMP-9, IL-6, PCR

y sCD40L) entre la poblacion de estudio, comprobandose que la prevalencia de la

combinacion desfavorable era significativamente mas frecuente en los casos que en los

controles.

Combinacién de Genotipos—n (%) Controles Casos P

MEL (G166E) (rs28383653) 21 (8) 58 (19) | <0,001
+

MMP-9 (R279Q) (rs17576)

MEL (G166E) (rs28383653) 16 (6) 38 (13) 0,01
+

IL-6 (-174G/C) (rs1800795)

MEL (G166E) (rs28383653) 18 (7) 58 (19) | <0,001
+

PCR (1059G/C) (rs1800947)

MEL (G166E) (rs28383653) 20 (8) 53 (18) 0,001

+

CDA40L (-3459 A/G) (1s3092952)




Asimismo, no se observd ninguna diferencia estadisticamente significativa en las tasas
de mortalidad a los 12 meses entre los polimorfismos favorables y desfavorables de la
combinacion sinérgica entre los mediadores inflamatorios y del receptor de la

melatonina 1 A en la poblacién de estudio (Figuras 3-6).
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Figura 3.- Supervivencia en los grupos del estudio con relacion a la combinacion
sinérgica de los SNPs del receptor de la melatonina con la molécula soluble CD40
ligando.
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Figura 4.- Supervivencia en los grupos del estudio con relacién a la combinacién
sinérgica de los SNPs del receptor de la melatonina con la molécula matriz
metaloproteinasa-9.
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Figura 6.- Supervivencia en los grupos del estudio con relacién a la combinacién
sinérgica de los SNPs del receptor de la melatonina con la molécula interleucina-6.



DISCUSION



La EAC es un ejemplo de enfermedad compleja/multifactorial que presenta una fuerte
agregacion familiar demostrada en diversos estudios epidemioldgicos. Este hecho
apunta a un claro componente genético de la enfermedad, que constituye un factor de
riesgo independiente de los factores de riesgo clasicos y cuya influencia se ha
cuantificado en un 40-55% (Nora et al, 1980; Wienke et al, 2001; Zdravkovic et al,
2002). No obstante, el efecto neto del componente genético sobre la incidencia de la CI
dependera de la interaccion con los diversos factores medioambientales, variables de

una poblacion a otra.

De ahi que uno de los grandes retos en los ultimos afios haya sido el estudio de la
arquitectura genética de la CI, es decir, la identificacion de los genes y sus variantes
causales de la enfermedad. Para ello, y desde un punto de vista metodologico, existen
dos tipos de aproximaciones: los estudios de ligamiento, que analizan si la transmision
de determinados genes preseleccionados se relaciona con la aparicion de la enfermedad,
requiriendo para ello la participacion de individuos afectos y no afectos de una misma
familia; y los estudios de asociacion clasicos, que, basdndose en la etiopatogenia de la
enfermedad, seleccionan uno o varios genes “candidatos”, y, mediante un disefio de
casos y controles o de cohortes, comparan las diferencias en la frecuencia de genotipos
entre ambos grupos. De esta forma, aquellos genotipos mas frecuentes en los casos,
presentarian una asociacion causal con la enfermedad (Sabatine et al, 2006; Elosua et al,
2009). Sin embargo, ambos tipos de estudios han tenido poco éxito en enfermedades
complejas como la CI, fundamentalmente debido a una falta de reproducibilidad de los
resultados (Hirschhorn et al, 2002), que obedece, entre otras causas, a la gran
heterogeneidad genética y fenotipica de la EAC. Por ello, y para obtener asociaciones
solidas y reproducibles, resulta de gran importancia la seleccion adecuada de los genes

candidatos, asi como la definicion exacta del fenotipo estudiado.



En este sentido, el hecho de que la aterosclerosis sea considerada una enfermedad
inflamatoria sistémica, ha dado lugar a la busqueda de genes relacionados con la
respuesta inflamatoria, que de alguna forma puedan jugar un papel en el desarrollo y la
progresion de la enfermedad. Asimismo, la melatonina, cuya relacion con la EAC ha
sido demostrada en diversos estudios clinicos en humanos (Brugger et al, 1995;
Sakotnik et al, 1999; Altun et al, 2002; Girotti et al, 2003), constituye otra candidata
interesante, ya que a través de sus propiedades inmunomoduladoras, antioxidantes y
antiinflamatorias, parece regular, al menos en parte, los diferentes mediadores
inflamatorios implicados en la patogenia de la aterosclerosis. Por lo tanto, la
identificacion de nuevas variantes genéticas, tanto de diversos mediadores inflamatorios
como de la melatonina y sus receptores, podria ampliar nuestro conocimiento acerca de
la modulacion/determinacion genética del riesgo aterosclerdtico, asi como explicar, al
menos en parte, las diferencias geograficas encontradas en la incidencia de la

enfermedad.

En nuestro estudio, basado en un disefio de casos y controles, observamos diferencias
estadisticamente significativas en la distribucion genotipica de los siguientes
polimorfismos de genes inflamatorios: -3459 A/G del sCD40L; R279Q de la MMP-9;
+1059 G/C de la PCR; -174 G/C de la IL-6 y G166E del receptor de la melatonina MEL
1A. Concretamente, los genotipos mas frecuentes en los casos, comparado con los
controles, fueron: el homocigoto GG del sCD40L y CC de la MMP-9, el heterocigoto

CG de la PCR, el homocigoto GG de la IL-6 y el heterocigoto CT del receptor MEL 1A.

Tras el analisis multivariado, la proporcidén de polimorfismos favorables y desfavorables
entre los casos mostrd diferencias estadisticamente significativas en el caso de la PCR,
la MMP-9 y el receptor MEL 1A. Asi, observamos una mayor proporcion del genotipo

favorable GG de la PCR en los sujetos fumadores. Por el contrario, hubo una mayor



proporcion de genotipos desfavorables de la MMP-9 (CC) y del receptor MEL 1A (CT)
en los pacientes diabéticos e hipertensos y en los pacientes con vasculopatia periférica,

respectivamente.

A continuacion comentaremos de forma mas detallada los resultados correspondientes a
cada uno de los polimorfismos que mostraron diferencias en su prevalencia entre ambos

grupos de nuestra poblacion:

1) POLIMORFISMO +1059 G/C DE LA PCR (véase Tabla 1.6)

Probablemente, de todos los mediadores inflamatorios analizados, la PCR sea aquel con

mayor numero de polimorfismos genéticos identificados hasta la fecha.

Este hecho se debe a que numerosos estudios epidemiologicos han observado una clara
asociacion entre niveles plasmaticos elevados de PCR y un mayor riesgo de eventos
cardiovasculares (Danesh et al, 2004; Scirica, Morrow, 2006; Ridker, 2007). Sin
embargo, no hay que olvidar que asociacion estadistica no es sindbnimo de causalidad,
ya que la presencia de variables confusoras ¢ de causalidad inversa pueden justificar la
asociacion encontrada. De hecho, los niveles basales de PCR son especialmente
susceptibles a la influencia de variables confusoras, ya que multiples factores de riesgo
cardiovasculares (tabaquismo, hipertension, diabetes, obesidad etc.) pueden contribuir a
su elevacion (Kushner et al, 2006). Por otro lado, el concepto de causalidad inversa hace
referencia a la posibilidad de que sea la propia enfermedad, en este caso la

aterosclerosis, la que produzca un aumento de los niveles plasmaticos de PCR.

Por este motivo, en un intento de aclarar si la PCR es simplemente un marcador de la
aterosclerosis subyacente 0, si por el contrario, es un factor causal implicado en la
patogenia de la misma (Pepys, 2005; Scirica, Morrow, 2006), numerosos grupos han

investigado la existencia de polimorfismos genéticos que, a través de un aumento



cronico de los niveles basales de PCR, puedan conllevar un mayor riesgo cardiovascular
a largo plazo. No obstante, la mayoria de ellos, salvo algunas excepciones (Miller et al,
2005; Szalai et al, 2005; Balistreri et al, 2006; Lange et al, 2006), no ha podido
confirmar tal asociacion (Zee, Ridker, 2002; Kovacs et al, 2005; Kardys et al, 2006;

Kathiresan et al, 2006; Wang et al, 2006; Zacho et al, 2008).

En nuestro estudio no determinamos los niveles plasmaticos de PCR. Sin embargo, el
polimorfismo analizado (+1059 G/C) ha demostrado una buena, aunque variable,
correlacion con los niveles plasmaticos de PCR en diversos estudios, mientras que su
asociacion con los diferentes fenotipos de enfermedad cardiovascular ha ofrecido
resultados discordantes (Zee, Ridker, 2002; Davey Smith et al, 2005; Balistreri et al,
2006; Danik et al, 2006; Morita et al, 2006). Con respecto al efecto variable sobre los
niveles plasmaticos de PCR, puede ser debido a que se encuentre en desequilibrio de
ligamiento con un polimorfismo funcional, ya sea del propio gen de la PCR ¢ de un gen
cercano implicado en la expresion de la misma, que difiera entre las poblaciones
estudiadas. Asi, en tres de los estudios mencionados (Zee, Ridker, 2002; Davey Smith et
al, 2005; Danik et al, 2006), los portadores del alelo C (menos frecuente) tenian niveles
plasmaticos claramente inferiores a los portadores del alelo G. Por el contrario,
Balistreri et al. encontraron unos niveles plasmaticos de PCR mas elevados en los
portadores del alelo C, asi como una mayor prevalencia de este alelo en los pacientes

con [AM comparado con controles sanos (Balistreri et al, 2006).

Este estudio se realizo en una poblacidon caucasiana homogénea en la isla de Sicilia, por
lo que podria existir algiin efecto étnico o racial que explicara las diferentes frecuencias
alélicas y concentraciones plasmaticas encontradas. De hecho, una de las principales
caracteristicas de la distribucion de los polimorfismos genéticos de la PCR, es su

marcada diferencia interracial (Crawford et al, 2006). En este sentido y tomando como



ejemplo el SNP +1059 G/C, Hegele et al. comunicaron la presencia del alelo C, que es
el menos frecuente, en individuos de origen caucasiano, pero no en inuits (Hegele et al,
2001). Siguiendo este planteamiento, cabria pensar que la diferencia interracial en la
distribucion alélica podria conllevar a su vez una diferencia interracial en el riesgo de
enfermar, justificandose de esta forma las diferentes asociaciones entre polimorfismos y

enfermedad observadas de una poblacion a otra.

En nuestro estudio, realizado en individuos de origen canario, observamos que los
genotipos mas frecuentes en los casos eran aquéllos que incluian el alelo C (CC y CG).
Ademas, al igual que Balistreri et al., tras el andlisis multivariado no observamos
diferencias estadisticamente significativas en la proporcion de polimorfismos
favorables/desfavorables entre los pacientes con IAM, salvo en los fumadores, que
presentaron una mayor proporcion del polimorfismo favorable (GG). Este hallazgo
refleja el hecho de que, en nuestra poblacion, el tabaco es un factor de riesgo mas
potente que el polimorfismo genético, ya que se asocia a la enfermedad incluso en
presencia del polimorfismo favorable. Por lo tanto, teniendo en cuenta que la proporcion
de pacientes portadores de polimorfismos desfavorables comparada con la de los
desfavorables fue tan s6lo de un 30% aproximadamente (33 vs 267 pacientes), podemos
concluir que la presencia del alelo de riesgo en nuestra poblacion probablemente sélo
sea un factor de riesgo mas para el desarrollo de una enfermedad multifactorial, en la

que la interaccién con los factores medioambientales juega un papel decisivo.

2) POLIMORFISMO -174 G/C DE LA IL-6 (véase Tabla 1.6)

La IL-6 es una citoquina pleiotropica que, debido a sus efectos proinflamatorios, se ha
implicado en la patogenia de la aterosclerosis (Woods et al, 2000; Lindmark et al,

2001). Por este motivo, se han tratado de identificar polimorfismos funcionales del gen



de la IL-6, es decir, relacionados con los niveles plasmadticos de la citoquina y, por

tanto, potenciales moduladores del riesgo aterosclerdtico.

Entre ellos, el més estudiado es el polimorfismo bialélico -174 G/C, localizado en el
promotor del gen, y que ha demostrado su asociacion con los niveles circulantes de IL-6
tanto in vitro como in vivo (Terry et al, 2000; Bennermo et al, 2004). Es por ello que
numerosos grupos han estudiado su prevalencia en pacientes con IAM, obteniendo
resultados discordantes en cuanto a su asociacion con la enfermedad (Burzotta et al,
2001; Georges et al, 2001; Jenny et al, 2002; Nauck et al, 2002; Yamada et al, 2002;
Bennermo et al, 2004; Kelberman et al, 2004; Latkovskis et al, 2004; Lieb et al, 2004;

Antonicelli et al, 2005a, b).

En vista de la controversia existente, decidimos analizar dicho polimorfismo en nuestra
poblacién de estudio, observando una mayor prevalencia del genotipo GG en los
pacientes con IAM. Tras el analisis multivariado, no hubo diferencias estadisticamente
significativas en la proporcion de polimorfismos favorables (CC y CG) y desfavorables

(GG) entre los casos.

Este hallazgo estd en concordancia con Antonicelli et al., que comunicaron el valor
prondstico de dicho genotipo como predictor de muerte cardiovascular en pacientes
varones durante el primer afio tras suftrir un sindrome coronario agudo (Antonicelli et al,
2005a, b). El mecanismo fisiopatoldgico implicado en dicha asociacion se postula que
sea un aumento de los niveles plasmaticos de IL-6 en los portadores del alelo G, que
conllevaria un mayor grado de inflamacion y, en consecuencia, un mayor riesgo de
desarrollar complicaciones ateroscleroticas como el IAM (Giacconi et al, 2004). Sin
embargo, no existe unanimidad en cuanto a la asociacion del alelo G con el riesgo de

IAM. De hecho, dos grupos diferentes comunicaron la asociacion del alelo C con un



aumento ligero a moderado del riesgo de IAM (Georges et al, 2001; Jenny et al, 2002),
que sin embargo parece variar en funcion de las regiones geogréficas estudiadas
(Kelberman et al, 2004). Otros grupos por el contrario no encontraron asociacion alguna
entre dicho polimorfismo y el riesgo de IAM (Burzotta et al, 2001; Nauck et al, 2002;
Yamada et al, 2002; Bennermo et al, 2004; Latkovskis et al, 2004; Lieb et al, 2004). Por
ultimo, tampoco queda claro cual de los dos alelos (C 6 G) se asocia con niveles de IL-6
mas elevados, ya que los estudios realizados no ofrecen resultados concluyentes
(Fishman et al, 1998; Rauramaa et al, 2000; Brull et al, 2001; Jones et al, 2001;

Margaglione et al, 2001).

Las razones de estas discrepancias pueden ser muy diversas y obedecer a multiples
variables confusoras. En primer lugar, razones étnicas que determinen diferencias en la
distribucion de las frecuencias alélicas entre las poblaciones. Por otro lado, diferencias
en el disefio de los estudios, el tamafio muestral y la metodologia, asi como la influencia
de factores medioambientales, que puede ser muy variable de una poblacién a otra
(Franceschi et al, 2005). Y por ultimo, la posibilidad de la existencia de interacciones
entre diferentes genes inflamatorios, con repercusiones funcionales sobre el desarrollo

de la enfermedad.

En nuestra poblacion, si bien no analizamos los niveles circulantes de IL-6,
encontramos una asociacion estadisticamente significativa entre el genotipo GG del
SNP -174 G/C y la incidencia de IAM. Esta asociacion puede ser debida a un aumento
de los niveles plasmaticos de IL-6, que aumentaria la “carga inflamatoria” del individuo
y, en consecuencia, su riesgo de enfermar. No obstante, no se puede descartar que el
SNP analizado se encuentre en desequilibrio de ligamiento con otro polimorfismo que

afecte la funcion de la IL-6 como proteina o incluso aumente la expresion de otros



genes inflamatorios, como por ejemplo el gen de la PCR, ejerciendo su efecto a través

de dicha molécula (Vickers et al, 2002).

3) POLIMORFISMO +R279Q DE LA MMP-9 (véase Tabla 1.6)

Las matriz metaloproteinasas (MMPs) son unas enzimas proteoliticas implicadas en la
degradacion de la matriz extracelular de la placa aterosclerosa, volviéndola inestable y
favoreciendo asi su ruptura, con el consiguiente desencadenamiento de un sindrome
coronario agudo (Libby, 2000). Por lo tanto, no hay duda sobre su papel en el
remodelado vascular asociado a la aterosclerosis prematura y a la ruptura de la placa,
efectos que son contrarrestados por los inhibidores tisulares de las metaloproteinasas

(TIMPs) (Galis, Khatri, 2002).

Diversos estudios sugieren que los niveles circulantes de las MMPs dependen de la
inestabilidad de la placa aterosclerotica subyacente, ya que se ha observado un claro
aumento de los mismos en pacientes con sindromes coronarios agudos comparado con
pacientes con angina de esfuerzo estable (Kai et al, 1998; Zeng et al, 2005). Estos
hallazgos, junto con la evidencia de que las MMPs se expresan en la superficie de las
placas aterosclerdticas (Galis et al, 1994; Orbe et al, 2003), apuntan a que las placas

inestables son su principal fuente de produccion.

Por otro lado, también se ha analizado la asociacion entre polimorfismos genéticos de
las MMPs y la incidencia de enfermedad cardiovascular, si bien es verdad que la
mayoria de los grupos solo han valorado genes 6 polimorfismos aislados (Zhang et al,

1999; Wang et al, 2001; Cho et al, 2002).

En nuestro estudio analizamos el polimorfismo +R279Q del gen de la MMP-9, el
segundo gen mas estudiado después de la MMP-3 o estromalisina I. El polimorfismo

analizado se localiza en el exén 6 y se encuentra en desequilibrio de ligamiento con el



SNP C1562T del promotor. Observamos que el genotipo desfavorable CC es el mas
frecuente en los casos, y tras el andlisis multivariado, encontramos diferencias
estadisticamente significativas en los pacientes diabéticos e hipertensos. Por lo tanto,
cabe pensar que el efecto negativo del genotipo desfavorable en nuestros pacientes se

manifieste sobre todo en los diabéticos e hipertensos.

La asociacion del polimorfismo -1562 C/T con la EAC ha sido analizada en diversos
estudios, siempre con resultados diferentes. Zhang et al. fueron los primeros en
demostrar que el alelo T aumentaba la actividad transcripcional del promotor, por lo que
sus portadores tenian niveles de MMP-9 maés elevados, asi como una EAC mas severa,
sin encontrar asociacion con el IAM (Zhang et al, 1999). Posteriormente, otros grupos
confirmaron su asociacion con la EAC (Cho et al, 2002; Morgan et al, 2003), mientras
que un metaanalisis mas reciente de cinco estudios no encontr6 asociacion entre el alelo

T y la presencia de EAC documentada angiograficamente (Abilleira et al, 2006).

Se sabe que el polimorfismo -1562 C/T se encuentra en desequilibrio de ligamiento con
los SNPs +R279Q y +6C/T. De hecho, Morgan et al. realizaron un analisis conjunto de
los tres polimorfismos en 1510 pacientes consecutivos sometidos a coronariografia,
observando que los portadores del alelo T del SNP -1562 C/T tenian una mayor
prevalencia de EAC que los portadores del alelo C. Asimismo, en el analisis de los
haplotipos, demostraron que el haplotipo C-G-C (-1562C, +279Q y +6C) se asociaba a
un efecto protector frente a la aterosclerosis, asi como a una EAC menos severa
(Morgan et al, 2003). Blankenberg et al. por su parte, no observaron una asociacion
significativa entre los polimorfismos analizados (1562 C/T y R279Q) y la mortalidad
cardiovascular, pero si entre el alelo Q del SNP +R279Q y la incidencia de eventos

cardiovasculares en pacientes con angina estable (Blankenberg et al, 2003).



Estos hallazgos en principio no estan en concordancia con los nuestros, ya que el
genotipo desfavorable en nuestra poblacion fue el CC (del SNP 1562 C/T), que, segun
los estudios, deberia tener un efecto protector frente a la aterosclerosis. Solo
Blankenberg et al. encontraron una asociacion entre el alelo Q del SNP R279Q con
mayores niveles de MMP-9 y con un peor pronéstico cardiovascular. Sin embargo,
dicho estudio se realiz6 en pacientes con EAC documentada, de tal forma que no es

comparable a nuestra poblacion de estudio con casos incidentes.

En el mayor estudio de casos y controles realizado con polimorfismos de MMPs y que
incluyé a mas de 5000 pacientes, Horne et al. demostraron que el haplotipo CT/RQ de
la MMP-9 se asociaba a un mayor riesgo de IAM comparado con el CC/RR (OR 1.25; p
= 0.007), manteniéndose dicha asociacion tras el andlisis multivariado e incluso
reforzdndose en los pacientes no diabéticos, mientras que en los diabéticos el efecto del
genotipo desfavorable fue més débil (Horne et al, 2007). Esto probablemente implique
que la diabetes es un factor de riesgo méas potente para el desarrollo de la enfermedad

que las diferentes combinaciones genotipicas de MMPs analizadas.

Por ultimo, y en un intento de explicar la falta de resultados concordantes entre los
diferentes estudios, hay que tener en cuenta la importancia de una adecuada seleccion y
definicion del fenotipo clinico en funcién del gen analizado, ya que los genes
implicados en la ruptura de la placa no seran los mismos que los genes que inician el

proceso aterosclératico.

En lo que respecta a nuestro estudio, a pesar de haber analizado polimorfismos de la
MMP-9 por su relacion con la incidencia de eventos cardiovasculares agudos,

encontramos genotipos desfavorables diferentes a los demas autores.



Esto hace pensar en la existencia de una gran variabilidad genética y alélica entre las
diferentes MMPs, que solo se podra valorar adecuadamente realizando analisis de
multiples SNPs, ampliando suficientemente el tamafio muestral y seleccionando
adecuadamente la poblacion de estudio, intentando controlar en la medida de lo posible

la influencia de factores étnicos y medioambientales.

4) POLIMORFISMO -3459 A/G DEL sCD40L (véase Tabla 1.6)

El CD40 se expresa en una gran variedad de células inmunes a nivel de las lesiones
ateroscleroticas, mientras que el CD40L se expresa predominantemente en las células T
CD4+ y en las plaquetas activadas (Henn et al, 1998; Szabolcs et al, 2000; Buchner et
al, 2003; Otterdal et al, 2004). La liberacion del CD40L ligado a membrana da lugar a
su forma soluble, el sCD40L, que esta presente en el torrente circulatorio y cuya

principal fuente son las plaquetas activadas (Henn et al, 1998).

El sistema CD40-CD40L juega un papel fundamental en la transformacion de placas
estables en inestables, a través de la activacion de diversos mediadores inflamatorios y
procoagulantes (Schonbeck , Libby, 2001). Asimismo, la presencia de niveles elevados
de sCD40L al ingreso, se ha relacionado con un peor prondstico en pacientes con

sindrome coronario agudo (Heeschen et al, 2003; Varo et al, 2003).

En nuestro estudio analizamos la prevalencia entre casos y controles del polimorfismo
-3459 A/G del CD40L, localizado en el brazo largo del cromosoma X (q26.3-q27.1).
Dicho polimorfismo también fue analizado por Malirstig et al. en una muestra de 2359
pacientes con SCASEST, ya que, ademas de ser el mas frecuente de los 6 SNPs
estudiados, es el que mejor se correlaciona con los niveles de sSCD40L. Sin embargo, a

pesar de que los portadores del alelo G tenian unos niveles de sCD40L al ingreso un



10% superiores, no se observd un mayor riesgo de muerte 6 IAM asociado a dicho

alelo.

Con respecto a la distribucion genotipica de dicho polimorfismo en nuestra poblacion
de estudio, observamos una mayor frecuencia del genotipo desfavorable GG entre los
casos comparado con los controles (5,8% vs 2,4%), mientras que no hubo diferencias
estadisticamente significativas en la proporcion de polimorfismos favorables y
desfavorables entre los casos tras el analisis multivariado; este hallazgo sugiere, al igual
que Malérstig et al., que la repercusion de dicho polimorfismo es insignificante

(Malarstig et al, 20006).

5) POLIMORFISMO G166E DEL RECEPTOR MEL 1A (véase Tabla 1.6)

En humanos, sélo se han clonado los receptores Mel 1la (MT1) y Mel 1b (MT2), que
pertenecen a la familia de receptores de la membrana celular y se expresan en multiples
organos Yy tejidos, entre los que se encuentra el sistema cardiovascular. Concretamente,
se ha demostrado su expresion en la pared ventricular, arterias coronarias, aorta y
arterias periféricas. Sin embargo, sus efectos a estos niveles permanecen en gran parte

desconocidos y se basan en meras hipotesis derivadas de modelos animales.

En vista de los efectos cardioprotectores de la melatonina, en parte mediados por sus
receptores, parece logico pensar en la existencia de polimorfismos genéticos de los
mismos que, de alguna forma, modulen el riesgo aterosclerdtico en humanos

(Cuzzocrea, Reiter, 2001; Reiter, Tan, 2003).

En los ultimos afios se han identificado varios polimorfismos genéticos, tanto del
MTI1 como del MT2, pero en ningun caso se ha investigado su asociacion con la EAC y
sus diferentes manifestaciones clinicas. Sin embargo, diversos grupos han analizado el

efecto de determinados polimorfismos del MT2 sobre la homeostasis de la glucosa,



observando un efecto modulador de la glucemia en ayunas, asi como una alteracion de
la secrecion de insulina, que finalmente conlleva un mayor riesgo de DM2 (Bouatia-
Naji et al, 2009; Lyssenko et al, 2009; Prokopenko et al, 2009). En cierto modo, al
influir en las glucemias plasmaticas y predisponer al desarrollo de DM2, modificarian el
riesgo cardiovascular del individuo, aumentando su probabilidad de desarrollar
diferentes complicaciones aterosclerdticas.

En nuestro estudio analizamos el polimorfismo G166E del MTI1, encontrando una
mayor frecuencia del genotipo CT en los casos. Tras el andlisis multivariado,
observamos una mayor proporcion del polimorfismo desfavorable en los pacientes con
vasculopatia periférica. Por lo tanto, en este subgrupo de pacientes existira un efecto
aditivo/sinérgico entre el polimorfismo desfavorable y la enfermedad vascular. Desde
un punto de vista fisiopatoldgico, y basandonos en la evidencia procedente de los
estudios en animales (Masana et al, 2002), la melatonina podria ejercer un efecto
vasoconstrictor a través de los receptores MT1 de la pared vascular, que agravaria la
situacion clinica en sujetos con vasculopatia periférica y aumentaria la incidencia de
complicaciones cardiovasculares. Del mismo modo, en nuestro estudio también
observamos que la prevalencia de la combinacion sinérgica de los genotipos
desfavorables del receptor MEL 1A y de los mediadores inflamatorios era
significativamente mayor en los casos, si bien estos hallazgos no se tradujeron en

diferencias significativas en las tasas de supervivencia a los 12 meses entre ambos

grupos.

Al no existir evidencia alguna en la literatura de una relacion fisiopatologica entre los
receptores de la melatonina y la incidencia de EAC, nuestras interpretaciones de los

resultados encontrados son meras hipotesis, que deberan confirmarse en estudios futuros



encaminados a esclarecer el papel de la combinacion de estos polimorfismos en la

aterosclerosis.



Tabla comparativa de nuestros resultados con estudios previos en EAC

POLIMORFISMO
(SNP)

+1059 G/C

- 174 G/C

+R279Q/-1562 C/T

- 3459 A/G

G166E

PROTEINA
[60)) 13 (67ND)\

PCR

IL-6

MMP-9

sCD40L

Receptor Mel
1A

GENOTIPO
DESFAVORABLE

caG/CC

GG

CC

GG

CT

ESTUDIOS
CON
ASOCIACION
POSITIVA

Balistreri et al
(2006)-alelo C;
Morita et al
(2006)

Antonicelli et al
(20054, b)-alelo
G; Jenny et al
(2002)-alelo C;
Georges et al
(2001)-alelo C;
Kelberman et al
(2004)-alelo C

Zhang et al
(1999)-alelo T;
Morgan et al
(2003)-alelo T;
Cho et al
(2002)-alelo T;
Blankenberg et
al (2003)-alelo
Q; Horne et al
(2007)-
haplotipo
CT/RQ

ESTUDIOS
SIN ,
ASOCIACION

Zee, Ridker
(2002); Davey
Smith et al,
2005; Danik et
al (2006)

Burzotta et al
(2001); Yamada
et al (2002);
Nauck et al
(2002);
Bennermo et al
(2004);
Latkovskis et al
(2004); Lieb et
al (2004)

Abilleira et al
(2006)-
metaanalisis;
Hlatky et al
(2007)-SNP
MMP9.7

Malérstig et al
(2006)-alelo G



LIMITACIONES



Nuestro estudio, basado en el disefio de los estudios de asociacion integral del genoma
con un grupo de casos y controles, presenta algunas limitaciones, que podemos

esquematizar como sigue:

1°) Seleccion de genes candidatos:

Analizamos diferentes genes inflamatorios, por la relacion existente entre inflamacion y
aterosclerosis, sin olvidar que la EAC presenta una gran heterogeneidad genética, en la
que influyen genes relacionados con la funcidon endotelial, trombosis, fibrinolisis y el
metabolismo lipidico. Como “novedad”, ademas analizamos el gen del receptor de la
melatonina 1A, por el desconocimiento que existe acerca de sus funciones a nivel del

sistema cardiovascular humano.

En un futuro seria interesante analizar de forma simultinea no so6lo varios genes
implicados en la patogenia de la enfermedad y relacionados funcionalmente entre si,
sino también multiples SNPs de cada uno de ellos 6 haplotipos (es decir, SNPs que
flanquean la variante causal de la enfermedad), aumentando asi la posibilidad de
encontrar asociaciones genéticas. Ello requerird, sin embargo, muestras mas grandes, asi

como una adecuada seleccion de genes de diferentes sistemas candidatos.

2°) Seleccion de la poblacion de estudio:

Los sujetos incluidos en el presente estudio son todos de origen canario, con un minimo
de tres generaciones previas de canarios. Por lo tanto, a pesar de que se trata de una
poblacién étnicamente homogénea, los resultados encontrados pueden no ser aplicables

a otras poblaciones.



3°) Definicion del fenotipo clinico:

La EAC se caracteriza por una gran heterogeneidad fenotipica, por lo que resulta de
crucial importancia definir adecuadamente el fenotipo clinico en funcion de los genes
analizados, para detectar asociaciones genéticas y poder realizar comparaciones con
otros estudios. En nuestro caso elegimos a sujetos con IAM, aunque quizéds podriamos
haber elegido otro “endpoint” clinico, ya que los genes inflamatorios actiian en diversas

etapas del proceso aterosclerdtico.

Por otro lado, el hecho de haber elegido a pacientes con IAM, podria conllevar cierto
sesgo de seleccion, en el sentido de no haber incluido a aquéllos que fallecieron antes de
llegar al hospital y que podrian ser portadores de un polimorfismo desfavorable no

detectado en el analisis posterior.

4°)  Ajuste multivariado 6 control por factores de riesgo cardiovasculares

convencionales:

El analisis multivariado trata de controlar la influencia de diferentes factores de
confusion, como pueden ser los factores de riesgo cardiovasculares clasicos, sobre la
asociacion entre el polimorfismo genético y la enfermedad. En nuestro estudio
controlamos por diferentes factores de riesgo cardiovasculares, siendo conscientes de la
posibilidad de haber obviado algin factor desconocido que pueda influir de forma
significativa sobre la asociacion analizada. No obstante, ningun analisis multivariado es
perfecto, ya que resulta imposible controlar todos los factores de confusion existentes,

algunos de ellos desconocidos (Hingorani et al, 2006).



5°) Determinacion de los niveles plasmaticos de los mediadores inflamatorios:

Al no haber determinado los niveles plasmaticos de los diferentes mediadores
inflamatorios (PCR, IL-6, MMP-9 y sCD40L), desconocemos el efecto de los
polimorfismos genéticos sobre los mismos. No obstante, de esta forma obviamos el
efecto de variables confusoras ¢ de causalidad inversa, ambas circunstancias que
podrian aumentar los niveles plasmaticos de los diferentes mediadores y llevarnos a

interpretaciones erroneas acerca de la relacion entre el gen y la enfermedad.

6°) Replicacion de los resultados:

Uno de los aspectos mas importantes para darle validez a un estudio, es la replicacion de
los resultados encontrados en una poblacion independiente, pero comparable a la inicial.
La reproducibilidad de las asociaciones significativas es la clave para su confirmacion y
una de las caracteristicas de un buen estudio de asociacion genética. En este sentido, nos
deberiamos plantear dicho paso en un segundo estudio que incluya sujetos de las

mismas caracteristicas étnicas/geograficas y clinicas.



CONCLUSIONES



1°) Existen diferencias estadisticamente significativas en las frecuencias alélicas de
determinados polimorfismos inflamatorios y del receptor Mel 1A entre sujetos con IAM

y controles.

2°) Existen asimismo diferencias estadisticamente significativas entre determinados
polimorfismos inflamatorios y del receptor Mel 1A favorables/desfavorables entre los
sujetos con IAM, que persisten tras el control por los diferentes factores de riesgo

cardiovasculares.

3°) La combinacién sinérgica de los genotipos desfavorables del receptor Mel 1A con
los mediadores inflamatorios es significativamente mas frecuente en los sujetos con
IAM, pero ello no conlleva una disminucién de la supervivencia durante el seguimiento

al cabo de 12 meses.

4°) Los resultados de nuestro estudio sugieren la existencia de diferentes polimorfismos
genéticos implicados, al menos en parte, en la modulacion del riesgo aterosclerdtico en
humanos, cuya repercusion funcional habria que confirmarla mediante la realizacion de
estudios de replicacion, asi como ampliando suficientemente el tamafio muestral y

analizando multiples SNPs de los diferentes genes candidatos en estudios sucesivos.

5°) La confirmacién de la existencia de determinadas variantes genéticas que, en el
contexto de un medioambiente “desfavorable”, aumentaran el riesgo de desarrollar
enfermedades cardiovasculares, podria llevar al desarrollo y posterior implementacion
de técnicas de cribaje genético en las poblaciones de alto riesgo, mejorando de esta

forma las estrategias de prevencion primaria y secundaria.
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ANEXOS



Hospital Universitario de Canarias

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE PARA ESTUDIOS GENETICOS

Proyecto de Investigacién titulado: “POLIMORFISMO GENETICO DE LOS
RECEPTORES DE LA MELATONINA Y LOS MEDIADORES
INFLAMATORIOS DE LA ATEROTROMBOSIS EN PACIENTES CON
INFARTO AGUDO DE MIOCARDIO EN LA ISLA DE TENERIFE”.

Se solicita su participacion en este Proyecto de Investigacion, cuyo objetivo
principal pretende profundizar en el conocimiento de factores genéticos y
epidemiologicos que puedan predisponer al desarrollo de aterotrombosis en
pacientes con infarto agudo de miocardio en la Isla de Tenerife. Asimismo se
determinaran sustancias en la sangre relacionadas con la inflamacion que
predisponen a desarrollar una complicacion hemodinamica, después de
haberle realizado una angioplastia en la arteria responsable de su infarto.

Es posible que de su participacion en este estudio no obtenga un beneficio
directo. Sin embargo la identificacibn de posibles factores genéticos vy
bioquimicos relacionados con la aterotrombosis, podria beneficiar en un futuro
a otros pacientes que acuden como usted por infarto agudo de miocardio y en
las cuales se le realiza una angioplastia de la arteria responsable del infarto.

Su participacion en el estudio es totalmente voluntaria y si usted decide no
participar recibira todos los cuidados médicos que usted precise y la relacion
con el Equipo Médico que le atiende no va a verse afectada.

Si usted decide participar, se le extraera dos tubos adicionales (15 cc) para
obtener las muestras de sangre para extraccion de ADN vy estudios
citogenéticos. EI ADN es un elemento que esta presente en todas sus células
porque lo ha recibido de sus padres y lleva un codigo en forma de “genes” que
determina sus caracteristicas fisicas personales como el color de ojos, de piel,
etc. Las diferencias entre unas personas y otras nos pueden ayudar a explicar
por qué algunas personas desarrollan unas enfermedades y otras no.

La toma de muestras de sangre puede provocar una sensacion de ardor en el
punto en el que se introduce la aguja en la piel y le puede ocasionar un
pequeino hematoma o una leve infeccidén, que desaparecen en pocos dias. Mas
raramente mareo en el momento de la extraccién de sangre.

Esta prueba no tiene caracter diagndstico sino solo investigador, y usted tiene
total libertad para participar. Ademas le garantizamos que :



1. EI ADN sera utilizado exclusivamente para los fines del estudio, es decir,
“‘determinar los polimorfismos genéticos de los receptores de la melatonina y
los mediadores inflamatorios de la aterotrombosis en pacientes con infarto
agudo de miocardio”. No podra ser utilizado para ningun otro estudio sin
autorizacion expresa del paciente, y quedara custodiado y etiquetado de
manera anonima en la Unidad de Investigacién del Hospital Universitario de
Canarias (La Laguna, Tenerife).

2. La informacion que se derive del analisis es confidencial, y no podra ser
utilizada con otros fines diferentes al del estudio.

3. Si usted lo solicita sus muestras de sangre asi como de DNA seran
destruidas. En ese caso se le informara adecuadamente y en su momento de la
fecha de destruccion del material.

4. Bajo ningun concepto y en ningun momento las muestras seran motivo de
lucro directo o transaccién comercial, bien sea por la venta del material o de los
derechos para realizar estudios sobre los mismos.

5. Al material custodiado se le aplicaran las normativas vigentes, nacionales o
europeas que procedan.

Yo. , AUTORIZO |a
extraccion de DNA a partir de una muestra de sangre periférica, con el unico fin
de analizar polimorfismos genéticos de interés para el estudio mencionado.

En a de de

Médico



ANEXO 1

- Preparacién de oligonucleétidos para la PCR

Metabolismo de

Cédigo N°| Nombre de oligo | Volumen afadir (ul) | Concentracion final del stock Melatonina Localizacion
2 rs3093059F 194 100uM Zona Pre-PCR
3 rs1774131F 187 100uM Zona Pre-PCR
4 rs3092952F 164 100uM Zona Pre-PCR
6 rs7208693F 237 100uM Zona Pre-PCR
7 r$28936679F 320 100uM AA-NAT | Zona Pre-PCR
8 rs1800885F 331 100uM MEL1AR Zona Pre-PCR
13 1s1417938F 301 100uM Zona Pre-PCR
14 rs1801253F 195 100uM B1AR Zona Pre-PCR
17 rs17149149F 227 100uM HIOMT Zona Pre-PCR
18 GPR50_501F 310 100uM MEL-related R Zona Pre-PCR
19 1$3918242F 228 100uM ™ ~| Zona Pre-PCR
20 rs17576F 328 100uM | UMPS | Zona Pre-PCR
22 rs28383653F 245 100uM MEL1AR Zona Pre-PCR
23 RS3816844F 247 100uM soluble-oxLDLR | Zona Pre-PCR
24 5A_BAF 247 100uM e | Zona Pre-PCR
25 13662F 245 100uM ~ PONt | ZonaPre-PCR
26 PPAR_161F 223 100uM i . Zona Pre-PCR
28 rs1800947F 284 100uM oF Zona Pre-PCR |
29 MPO_463F 264 100uM | A | Zona Pre-PCR
31 rs1800795F 271 100uM | 3 | ZonaPre-PCR
36 rs3091244F 149 100uM | &= T ORF Zona Pre-PCR
2 RS3093059R 344 100uM | CRP | Zona Pre-PCR
3 RS1774131R 205 100uM ble-PLAZ Zona Pre-PCR
4 RS3082952R 265 100uM Zona Pre-PCR
6 RS7208693R 296 100uM | ) | Zona Pre-PCR
7 RS28936679R 283 100uM AA-NAT Zona Pre-PCR
8 RS1800885R 263 100uM MEL1AR
13 RS1417938R 182 100uM
14 RS1801253R 187 100uM B1AR
17 RS17148149R 241 100uM HIOMT Zona Pre-PCR
18 GPR50_501R 226 100uM MEL-related R Zona Pre-PCR
19 RS3918242R 229 100uM Zona Pre-PCR
20 RS17576R 259 100uM Zona Pre-PCR
22 RS28383653R 220 100uM MEL1AR Zona Pre-PCR
23 rs3816844R 212 100uM Zona Pre-PCR
24 5A_BAR 194 100uM Zona Pre-PCR
25 RS662R 223 100uM Zona Pre-PCR
26 PPAR_161R 262 100uM Zona Pre-PCR
28 RS1800947R 133 100uM Zona Pre-PCR
29 MPO_463R 305 100uM Zona Pre-PCR
31 rs1800795R 179 100uM Zona Pre-PCR
36 RS3091244R 133 100uM Zona Pre-PCR

F= forward (orientacion hacia adelante)

R= fé\;é'r;ﬂorﬁntacién hacia atras) |
Para diluir los oligos (primers) originales se utiliza: TE = Tris/EDTA buffer (pH 7.4, Sigma-Aldrich Cat.No: 93302)
Los (F+R) se prepararon a 25 uM (25 pl Forward + 25 pl Reverse + 25 pl TE buffer + 25 pl H,0)




ANEXO 2

Mezcla de primers para la PCR (AMl-plex)
Todas las disoluciones stocks de los primers (F+ R) estan a una concentracion de 25 pM

Stocks (F+ R) de primers | votumen () | Localizacion | Metabolismo MEL | Inflamacion
rs8192552(F+R) 50 pre-PCR room
rs3093059(F+R) 2,0 pre-PCR room
rs1774131(F+R) 1,5 pre-PCR room
rs3092952(F+R) 3,5 pre-PCR room
rs1799983(F+R) 50 pre-PCR room
rs7208693(F+R) 35 pre-PCR room
rs28936679(F+R) 5.0 pre-PCR room
rs1800885(F+R) 25 pre-PCR room
rs5443(F+R) 35 pre-PCR room
rs699(F+R) 50 pre-PCR room
CTSG_125R(F+R) 1.5 pre-PCR room
rs429358(F+R) 50 pre-PCR room
rs1417938(F+R) 2,0 pre-PCR room
rs1801253(F+R) 3,0 pre-PCR room
rs6867(F+R) 3,0 pre-PCR room
rs1805124(F+R) 4.0 pre-PCR room
rs17149149(F+R) 20 pre-PCR room
GPR50_501(F+R) 50 pre-PCR room
rs3918242(F+R) 1.5 pre-PCR room
rs17576(F+R) 50 pre-PCR room
GPla_807(F+R) 2,0 pre-PCR room
rs28383653(F+R) 30 pre-PCR room
RS3816844(F+R) 3.6 pre-PCR room
5A_BA(F+R) 35 pre-PCR room
rs662(F+R) 20 pre-PCR room
PPAR_161(F+R) 2,0 pre-PCR room
APOE_560(F+R) 8,0 pre-PCR room
rs1800947(F+R) 2,0 pre-PCR rcom
MPO_463(F+R) 3,5 pre-PCR room
rs2878575(F+R) 2,0 pre-PCR room
rs1800795(F+R) 2,0 pre-PCR room
rs20417(F+R) 6,0 pre-PCR room
rs6025(F+R) 2,0 pre-PCR room
rs7654853(F+R) 3,0 pre-PCR room
rs28933386(F+R) 3,0 pre-PCR room
rs3091244(F+R) 4,0 pre-PCR room
ddH,0 480,0 pre-PCR room

Total Vol. 1x: 600,0
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ANEXO 4

Mezcla de SBE oligos para la reaccion de SNaPshot (minisecuenciacién de SNPs)
Todos los stocks de primers individuales deben estar a una concentracién de 50 uM antes de la mezcla.

Nombre del oligo:

Volumen (ul) l Localizacion |

Metabolismo MEL l Inflamacién

rs8192552snR 5,0 post-PCR room
RS3093059snF 1.5 post-PCR room
RS1774131snF 1,5 post-PCR room
RS3092952snR 125 post-PCR room
RS1799983snR 5,0 post-PCR room
rs7208693snR 45 post-PCR room
rs28936679snF 50 post-PCR room
RS1800885snF 50 post-PCR room
RS5443snR 50 post-PCR room
rs699snF 7,0 post-PCR room
CTSG_125RsnR 20 post-PCR room
rs429358snF 50 post-PCR room
RS1417938snF 3,0 post-PCR room
rs1801253snF 5,0 post-PCR room
RS6867snF 1.5 post-PCR room
RS1805124snR 5.0 post-PCR room
RS17149149snF 5,0 post-PCR room
GPR50_501snR 5,0 post-PCR room
RS3918242snR 2,0 post-PCR room
RS17576snR 50 post-PCR room
GPIA_807snR 3,0 post-PCR room
RS28383653snR 6,0 post-PCR room
RS3816844snR 6,0 post-PCR room
5A_6AsnR 50 post-PCR room
RS662snF 3,0 post-PCR room
PPAR_161snF 3,0 post-PCR room
APOE_560snR 7,0 post-PCR room
RS1800947snF 25 post-PCR room
MPO_463snF 3,0 post-PCR room
RS2878575snF 3,0 post-PCR room
rs1800795snR 5,0 post-PCR room
RS20417snR 7,0 post-PCR room
RS6025snR 50 post-PCR room
RS7654853snR 5,0 post-PCR room
RS28933386snR 50 post-PCR room
RS3091244snR 6,0 post-PCR room
stock (NH,),SO, 40,0 post-PCR room
ddH,0 106,0 post-PCR room
Total Volumen: 300,0 post-PCR room

Nota: La mezcla de primers ha de realizarse en frio (en hielo)
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