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1.1 RESUMEN

La enfermedad cardiovascular es un trastorno complejo, multifactorial, poligénico y con un
importante componente ambiental. Este grupo de enfermedades, y en particular la cardiopatia
isquémica, ocasionan una gran morbilidad y mortalidad a nivel poblacional. Por lo tanto, la
prevencion es un elemento importante en todas las politicas de salud publica.

En la ultima década se ha avanzado de manera notable en el conocimiento del componente genético
de la cardiopatia iquémica y se han descubierto mas de 50 loci asociados con el riesgo de presentar
esta enfermedad. Muchos de estos loci no se asocian con los factores de riesgo cardiovascular
clasicos, y el mecanismo etiopatogénico que explica esta asociacion no se conoce. Por otra parte, la
variabilidad genética también puede explicar parte de la variabilidad interindividual en la respuesta

a diferentes farmacos y asociarse al prondstico de la enfermedad.

En esta tesis doctoral he analizado la relacion entre algunas variantes genéticas asociadas
con cardiopatia isquémica, pero no con los factores de riesgo cardiovascular clasicos, y la
aterosclerosis subclinica mediante datos propios y un meta-analisis de la evidencia existente. Los
resultados de nuestro metandlisis y evidencias de otros estudios sugieren que los genes CXCL12 y
WDR12 podrian ser buenas dianas terapeuticas para desarrollar farmacos disefiados a estabilizar las

placas de arteriosclerosis.

También he analizado si las variantes genéticas del CYP2C19 determinan la respuesta
clinica al tratamiento con clopidogrel en pacientes con cardiopatia isquémica, mediante una revision
sistematica y metanalisis. Nuestros resultados indican que, para considerar la farmacogenética de la
respuesta al clopidogrel, no sé6lo se tienen que tener en cuenta las variantes que indican pérdida de
funcion del CYP2C19, sino también aquellas que indican ganancia de funcidn. Nuestros resultados
cuestionan la importancia de la variante con pérdida de funcion CYP2C19 como asociada con
mayor riesgo de acontecimientos cardiovasculares (a excepcion de la trombosis del stent). Las
variantes con ganancia de funcion del CYP2C19 se asocian con menor riesgo de acontecimientos
cardiovasculares pero con mayor riesgo de trombosis. Por Gltimo, sefialar también que los estudios
con pequefio tamafio muestral tienden a sobreestimar la magnitud de la asociacion, y por lo tanto, en
estudios de farmacogenética es necesario disefiar estudios con gran tamafio muestral para obtener

estimadores correctos de la magnitud de la asociacion.
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1.2 RESUM

La malaltia cardiovascular és un trastorn complex, multifactorial, poligénic i amb un
important component d'influéncia ambiental. Aquest grup de malalties, i en particular la cardiopatia
isquemica ocasionen una gran morbilitat i mortalitat a nivell poblacional. Per tant, la prevencid és

un element important de totes les politiques de salut publica.

En I'dltima década s'ha avancat de manera notable en el coneixement del component genetic
de la cardiopatia isquemica i s'han descobert més de 50 loci associats amb el risc de presentar
aquesta malaltia. Molts d'aquests loci no s'associen amb els factors de risc cardiovascular classics, i
el mecanisme etiopatogénic que explica aquesta associacid no es coneix. D'altra banda, la
variabilitat genética també pot explicar part de la variabilitat interindividual en la resposta a

diferents farmacs i associar-se al pronostic de la malaltia.

En aquesta tesi doctoral he analitzat la relacié entre algunes variants genetiques associades
amb cardiopatia isquémica, pero no amb els factors de risc cardiovascular classics i l'aterosclerosi
subclinica mitjancant dades propies i un meta-analisi de I'evidéncia existent. Els resultats del nostre
metanalisi i evidencies d'altres estudis suggereixen que els gens CXCL12 i WDR12 podrien ser
bones dianes terapéutiques per desenvolupar farmacs dissenyats a estabilitzar les plaques

d'arteriosclerosi.

També he analitzat si les variants genétiques del CYP2C19 determinen la resposta clinica al
tractament amb clopidogrel en pacients amb cardiopatia isquémica, mitjangcant una revisio
sistematica i metanalisi. Els nostres resultats indiquen que per considerar la farmacogenética de la
resposta al clopidogrel no només s'han de tenir en compte les variants que indiquen perdua de
funcié del CYP2C19 sin6 també aquelles que indiquen guany de funcié. Els nostres resultats
questionen la importancia de la variant amb perdua de funcié CYP2C19 com associada amb major
risc d'esdeveniments cardiovasculars (a excepcio de la trombosi de I'stent). Les variants amb guany
de funcio del CYP2C19 s'associen amb menor risc d'esdeveniments cardiovasculars pero amb més
risc de trombosi. Finalment, assenyalar també que els estudis amb petita mida mostral tendeixen a
sobreestimar la magnitud de I'associacio, i per tant, en estudis de farmacogenetica cal dissenyar
estudis amb gran grandaria mostral per obtenir estimadors correctes de la magnitud de I'associacid.
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1.3 SUMMARY

Cardiovascular disease is a complex, multifactorial, polygenic disorder with an important
environmental component. This group of diseases, especially ischemic heart disease, causes
significant morbidity and mortality at the population level. Therefore, prevention is a key element

of relevant public health policies.

Over the past decade there has been a significant advance in knowledge of the genetic
component of ischemic heart disease; more than 50 loci associated with risk for this disease have
been discovered. Many of these loci are not associated with traditional cardiovascular risk factors,
and the etiopathogenic mechanism that explains this association is unknown. Moreover, genetic
variability may explain part of the interindividual variability in response to different drugs and may
be associated with prognosis. In this thesis | analyzed the relationship between certain genetic
variants associated with ischemic heart disease, but not with the classic cardiovascular risk factors,
and with subclinical atherosclerosis, collecting data and carrying out a meta-analysis of the
available evidence. The results of this meta-analysis suggest that CXCL12 and WDR12 genes could

be good therapeutic targets for drugs designed to stabilize atherosclerotic plaques.

Through a systematic review and meta-analysis, | also examined whether genetic variants of
CYP2C19 determine the clinical response to treatment with clopidogrel in patients with ischemic
heart disease. The results indicate that the pharmacogenetics of response to clopidogrel must
consider not only the variants of CYP2C19 associated with loss of function but also those indicating
gain of function. These results question the importance of variant CYP2C19-related loss of function
as associated with increased risk of cardiovascular events (except for stent thrombosis). The gain-
of-function variants of CYP2C19 are associated with lower risk of cardiovascular events but with
increased risk of thrombosis. Finally, we also note that studies with small sample sizes tend to
overestimate the magnitude of the association; therefore, pharmacogenetic studies require a large
sample size to obtain a correct estimation of the magnitude of the association.
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INTRODUCCION

2.1 CARDIOPATIA ISQUEMICA: MAGNITUD DEL PROBLEMA

La cardiopatia isquémica (CI) se ha mantenido en los tltimos afios como la enfermedad con
un mayor impacto en la morbilidad y mortalidad mundial', y debido al envejecimiento de la
poblacién y a la reduccién de su letalidad, la prevalencia estd aumentando®. La Cl sigue siendo la
causa de aproximadamente un tercio de todas las muertes de sujetos de edad > 35 afios®. Se ha
estimado que casi la mitad de los varones y un tercio de las mujeres de mediana edad en Estados
Unidos sufriran alguna manifestacion de Cl a lo largo de su vida®.

En nuestro entorno, se estima que cada afio la enfermedad cardiovascular causa, en total
unos 4 millones de fallecimientos en Europa y 1,9 millones en la Union Europea, la mayor parte por
CI°, lo que supone un 47% de todas las muertes en Europa y el 40% de la Unién Europea. Todo ello
conlleva un coste total estimado de la enfermedad cardiovascular en Europa de 196.000 millones de
euros anuales, aproximadamente el 54% de la inversion total en salud, y da lugar a un 24% de las

pérdidas en productividad®.

En Espafia, las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte en la
poblacion de mas de 30 afios; de ellas, la Cl causa el impacto mas importante. Recientemente se ha
publicado una estimacion de la evolucion del numero de sindromes coronarios agudos (SCA) en los
préximos afios en nuestro pais, se prevé que en Espafia habra 109.772 (1C95%, 108.868-110.635)
casos de SCA en el afio 2021, con una mortalidad a 28 dias del 31,1% (34.115 muertes)?.

El conocimiento de la etiopatogenia de la CI puede proporcionar informacién muy
relevante para la prevencion primaria de esta enfermedad. Por otra parte, el conocimiento de
factores prondsticos en pacientes que ya presentan la Cl también puede contribuir a mejorar la

calidad de vida y supervivencia de estos pacientes.
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2.2 ETIOPATOGENIA DE LA CARDIOPATIA ISQUEMICA: LA
ATEROSCLEROSIS

La aterosclerosis es el principal mecanismo etiopatogénico de la Cl y su progresion esta
relacionada con la interaccion entre factores genéticos y ambientales, directamente o a través de

factores de riesgo cardiovascular (FRCV) (Figura 1).

Figura 1. Etiopatogenia de la aterosclerosis
(Ramsey SA et al. EMBO Mol Med 2010;2:79-89)

Es un proceso que se inicia en fases tempranas de la vida y que puede incluso ponerse en
marcha durante el desarrollo fetal”; aunque los eventos cardiovasculares isquémicos clinicos suelen
aparecer después de la quinta década de la vida en los hombres y la sexta década en las mujeres. La

aterosclerosis es un proceso cronico, progresivo, caracterizado por la acumulacion de lipidos,
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elementos fibrosos, células y moléculas inflamatorias en las paredes arteriales® ° 0 * 12 13 que

puede originar estenosis y limitacion del flujo sanguineo, y en ocasiones, si la placa se rompe,
puede desencadenar un proceso trombatico agudo que si ocluye la luz arterial puede ocasionar un
acontecimiento cardiovascular agudo, que puede afectar a diferentes 6rganos o causar una muerte

sUbita.

Este proceso se inicia con el paso por difusion de la lipoproteina de baja densidad (LDL) del
colesterol del torrente sanguineo al espacio subendotelial, donde puede ser modificada y oxidada
por diversos agentes. Las particulas de LDL oxidadas/modificadas son moléculas quimiotacticas
potentes que inducen la expresion de moléculas de adhesion en la superficie endotelial, y
promueven la adhesion de monocitos y su migracion al espacio subendotelial donde se diferencian a

macraéfagos.

Recientemente, se han identificado diferentes subconjuntos de monocitos con funciones que
parecen ser diferentes segun la fase de aterosclerosis en la que se involucran'®. Las particulas de
LDL oxidada se unen a los macrofagos a traves de receptores scavenger, para convertirse en células
espumosas. Estas células tienen funciones proinflamatorias, incluyendo la liberacién de citocinas,
tales como interleucinas y factor de necrosis tumoral. El resultado final de este proceso es la
formacion de la primera lesion aterosclerotica, la estria grasa, en la que las células espumosas estan

presentes en el espacio subendotelial (Figura 2).

Figura 2. Estria grasa
(Ross R. Atherosclerosis an inflammatory disease. N Engl J Med. 1999; 340:115-26)
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Otros tipos de leucocitos, como linfocitos-T y mastocitos, también se van acumulando en el
espacio subendotelial®®. La interaccién entre los monocitos, macréfagos, células espumosas y
linfocitos-T desencadena una serie de mecanismos de respuesta inmune celular y humoral, y en
altima instancia un estado inflamatorio cronico con la produccion de varias moléculas pro-
inflamatorias™® !”. Este proceso contintia con la migracién de células de musculo liso de la capa
media de la arteria hacia la intima®. Una vez en la intima-media, las células musculares producen
moléculas de la matriz extracelular, creando una capa fibrosa que cubre la estria grasa original. Las
células espumosas en el interior de la matriz fibrosa mueren, y liberan los lipidos que se acumulan
en el espacio extracelular, formando un magma rico en lipidos conocido como el core necrético®,
El resultado de este proceso es la formacion de la segunda lesion aterosclerdtica, la placa fibrosa

(Figura 3).

Figura 3. Placa fibrosa
(Ross R. Atherosclerosis an inflammatory disease. N Engl J Med. 1999; 340:115-26)

La hemorragia intraplaca es también un potencial contribuyente a la progresion de la
aterosclerosis, y parece ocurrir cuando el vasa vasorum invade la capa intima desde la adventicia®.
En los ultimos afios se esta profundizando en el papel de los vasos de la adventicia y su relevancia
en la progresion de la arteriosclerosis mediante el aporte al core de la placa de lipidos, células
inflamatorias, citocinas, glucosa, aminoacidos y diferentes sustratos metabélicos que contribuyen al

crecimiento y progresion de la placa aterosclerética (Figura 4)*%.
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Figura 4. Vasa-vasorum y progresion de la aterosclerosis
(Doyle B et al. Plaque neovascularization and antiangiogenic therapy for atherosclerosis.
J Am Coll Cardiol. 2007; 49:2073-80)

El espesor de la capa fibrosa es un factor clave para mantener la integridad de la placa
aterosclerética?. Se pueden definir dos tipos de placa en funcién del equilibrio entre la formacion y

la degradacion de esta capa fibrosa: estable e inestable.

Las placas estables tienen un espesor de capa fibrosa intacta, compuesta de células del

musculo liso, en una matriz rica en colageno tipo I y 111}, La protrusion de este tipo de placa en el
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lumen de la arteria puede producir una estenosis de la luz vascular y una limitacion de flujo de

sangre, lo que puede ocasionar isquemia tisular, sobre todo en situaciones de aumento de demanda
de oxigeno como ocurre durante la practica de actividad fisica, y por lo general la forma de

presentacion clinica a nivel miocérdico es la angina estable.

Las placas vulnerables o inestables tienen una capa fibrosa fina compuesta principalmente
por colageno de tipo | y pocas o ninguna células musculares lisas, pero abundantes macréfagos y
moléculas proinflamatorias y protrombéticas™® ** *°. Estas placas son propensas a la erosion o rotura,
dejando al descubierto el nucleo de la placa que al ponerse en contacto con las proteinas de la
coagulacién circulantes, puede causar una trombosis, con oclusién repentina de la luz de la arterial™
1415 (Figura 5) y un acontecimiento cardiovascular agudo (SCA, ictus isquémico, muerte sibita).
En muchas ocasiones estas placas vulnerables no superan el 50% del diametro de la luz arterial y se

situan en los segmentos proximales de las arterias coronarias™.

Figura 5. Rotura de la placa, trombosis y oclusion de la luz arterial.
(Ross R. Atherosclerosis an inflammatory disease. N Engl J Med. 1999; 340:115-26)

En este contexto, la identificacion de los mecanismos que explican la progresion de una
placa hacia su estabilidad o vulnerabilidad podrian ser muy Utiles para disefiar estrategias

preventivas que contribuyan a reducir la incidencia de acontecimientos cardiovasculares agudos.
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2.3 METODOS NO INVASIVOS DE EVALUACION DE PRESEN-
CIA Y PROGRESION DE LA ATEROSCLEROSIS

La aterosclerosis es una enfermedad difusa que afecta a la mayoria de los lechos arteriales.
Por ello, la deteccion de lesiones en un territorio vascular (p. ej., el carotideo) pueden indicar la
existencia de lesiones en otros territorios menos accesibles a la exploracion clinica (p. ej., arterias

coronarias).

Por otra parte, diversos estudios patolégicos han establecido claramente la asociacién entre
las lesiones «vulnerables» y la muerte por causa cardiovascular. Por ello, la posibilidad de
identificar las caracteristicas patologicas de las lesiones vulnerables (ndcleo lipidico, fina capa
fibrosa, gran componente inflamatorio, etc.) aportaria gran valor en la estratificacion del riesgo

cardiovascular.

Para evaluar la presencia y progresion de la aterosclerosis se pueden usar diferentes técnicas
de imagen, que clasicamente se dividen en dos grupos claramente diferenciados en funcion de su

condicion: invasivas y no invasivas.

2.3.1 TECNICAS DE IMAGEN INVASIVAS

Hasta hace pocos afios la técnica de imagen considerada como patron de oro (gold standard)
en la evaluacion de la aterosclerosis coronaria era la coronariografia. Sin embargo, esta técnica
Unicamente nos informa de la presencia de estenosis que limitan el flujo arterial pero no es util para
detectar placas aterosclerdticas no estenoticas. Actualmente sabemos, que en las fases iniciales de la
aterosclerosis se produce un remodelado de la pared arterial con crecimiento de la placa hacia fuera
sin protusion al interior de la luz vascular. Es decir, la ausencia de estenosis no es sinbnimo de

ausencia de aterosclerosis.

La técnica de referencia en la actualidad para evaluar la presencia y las caracteristicas de la
placa aterosclerdtica es la ecografia intravascular (IVUS). El IVUS se considera superior a la
angiografia coronaria en la deteccion de la presencia de placa, su caracterizacion, la cuantificacion
de la estenosis®, la monitorizacion de la respuesta a diferentes tratamientos y en la evaluacién de la

progresién/regresion de la placa®.
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Otras técnicas de reciente aparicion son la histologia virtual y la tomografia de coherencia

Optica que aportan importante informacion adicional de las caracteristicas de las lesiones
ateroscleréticas®. No obstante, la naturaleza invasiva de estas técnicas limita su uso en prevencion

primaria, y por ello se utilizan las denominadas técnicas de imagen no invasivas.

2.3.2 OTRAS TECNICAS NO INVASIVAS

2.3.2.1 Calcio en arterias coronarias (CAC)

La deteccion de CAC es un marcador indirecto de aterosclerosis coronaria, y ofrece
informacién diagnéstica y prondstica independientemente del sexo y la raza®® ?°. Es una técnica
rapida y altamente reproducible, pero su uso esta limitado por su coste, su disponibilidad y el uso de

radiaciones ionizantes.

La presencia de calcio se asocia con la incidencia de acontecimientos coronarios, incluso
tras ajustar por FRCV. Sin embargo, la ausencia de CAC no excluye la presencia de placa no
calcificada?’. En la poblacién asintomatica, un score de 0 se asocia con bajo riesgo®®, pero en la
poblacion sintomética con evidencia clinica de isquemia miocardica, un CAC de 0 puede asociarse

con una tasa de eventos anual de hasta el 3,6% 2° %

relacionada con la presencia de lesiones no
calcificadas. La tasa de progresion de CAC a lo largo del tiempo se correlaciona con la progresion
de aterosclerosis y puede mejorar la prediccion de eventos cardiovasculares futuros®. Varios
estudios han demostrado una mejora en la prediccion en individuos con riesgo cardiovascular
intermedio® *. Algunos estudios han comparado la capacidad predictiva del CAC y de la ecografia
carotidea, y los resultados indican que el CAC tiene una mejor capacidad predictiva de
acontecimientos coronarios que el grosor de la intima-media carotidea (GIMc), pero ambas

exploraciones presentan una similar capacidad predictica de acontecimientos cerebrovasculares® *.

Sin embargo, las reducciones intensas de colesterol LDL con estatinas no se correlacionan

con una disminucién en CAC, como evidencio el estudio BELLES®.

Las guias europeas incluyen la deteccion de CAC como una técnica que se puede utilizar en
adultos asintomaticos con riesgo cardiovascular intermedio para su mejor estratificacion
(recomendacién lla, nivel de evidencia B) *, del mismo modo que las guias americanas

(recomendacién 11b, nivel de evidencia B) “°.
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2.3.2.2 Funcion endotelial: vasodilatacion mediada por flujo (VMF)

Es una medida de la funcion endotelial que se suele realizar en la arterial humeral o radial, y
que de forma indirecta puede reflejar la funcionalidad a nivel de las arterias coronarias>’. Esta
prueba se basa en la liberacion endotelial de éxido nitrico y otros factores relajantes derivados del
endotelio, en respuesta a un aumento de la fuerza de cizallamiento tangencial. En esta prueba esto
se produce cuando el flujo sanguineo del antebrazo aumenta durante la hiperemia reactiva que sigue
a un breve periodo de isquemia transitoria en los territorios distales. La isquemia se produce
mediante un manguito neumatico, colocado en el antebrazo, distalmente a la zona de visualizacion
mediante ecografia, e hinchado a una presion suprasistolica durante 5 min. Al deshinchar el
manguito, el aumento del flujo da lugar a una fuerza tangencial, que activa la eNOS para que libere
oxido nitrico a través de la via de la L-arginina. El 6xido nitrico se difunde a las células de musculo
liso y causa su relajacion, lo que conduce a vasodilatacion. Finalmente, se mide la VMF como
porcentaje de cambio del diametro de la arteria humeral entre la situacion basal y el aumento
méximo del didmetro®®. La VMF se correlaciona moderadamente con el GIMc* . Asimismo,
numerosos farmacos que reducen el riesgo cardiovascular han demostrado reversibilidad de la

disfuncién endotelial*

. Como ventajas destacan su caracter no invasivo y el rapido cambio que
experimenta la VMF tras la introduccién de un nuevo tratamiento por ello es especialmente Gtil en
ensayos clinicos, pues se obtienen cambios en pocos meses, comparado con afios usando el GIMc o
los acontecimientos cardiovasculares. Sus principales desventajas son la escasa disponibilidad, la
necesidad de técnicos especializados para realizar esta prueba, su amplia variabilidad y la falta de

estandarizacion del método.

En el estudio MESA, la VMF se asociaba con enfermedad cardiovascular de manera
independiente, pero no ofrecia incremento de prediccion al afiadirlo a la funcion de riesgo de
Framingham*. Parece que la VMF afade poco a los modelos de prediccion de riesgo
cardiovascular; en el estudio méas positivo para la VMF, tan s6lo incrementaba un 1% la capacidad
discriminativa del modelo*. La VMF no predice enfermedad cardiovascular en pacientes sometidos

a coronariografia por dolor toracico (tras un seguimiento de mas de 6 afios)*.

2.3.2.3 Ecografia vascular con contraste
Consiste en la realizacién de ecografias, generalmente a nivel de car6tidas, con inyeccién

simultanea de contraste. Permite la evaluacion del lumen y la morfologia de la placa, mejora en la
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visualizacion del GIMc y visualiza directamente vasa vasorum Yy la neovascularizacion (placa

vasorum, relacionados con placas vulnerables)** *°. Si se valida esta técnica en el futuro, podria

usarse para detectar la aterosclerosis subclinica y monitorizar la progresion de la enfermedad.

2.3.2.4 Resonancia magnetica nuclear (RMN)

Se trata de una técnica que permite una alta resolucion espacial, con una variabilidad intra e
interobservador muy pequefia, lo cual permite reducir el tamafio muestral de los estudios. También
se ha validado de forma directa con la histologia. Proporciona informacion no sélo sobre el tamafio
de la lesion, sino también sobre su composicién. Incluso con la ayuda de las nuevas tecnologias se
puede identificar inflamacion en la pared del vaso, asociada con predisposicion a la rotura de
lesiones y formacion de trombos. Sin embargo, su aplicacion a las arterias coronarias sigue siendo
limitada, debido a su reducida accesibilidad, pues requiere de centros y personal especializado para
su aplicacion adecuada. Una de las mayores ventajas de esta técnica radica en que no usa radiacion
ionizante y permite su uso seriado para valorar intervenciones terapéuticas. Por ejemplo, la RMN ha
permitido visualizar la regresion de la placa aterosclerdtica carotidea que se produce tras el inicio
del tratamiento intensivo con estatinas * *’ “®. Asimismo, la RMN ha puesto de manifiesto el efecto
beneficioso de la combinacion de estatinas y niacina frente a estatinas solas en el objetivo primario
de reducir la carga aterosclerética en las carétidas™.

2.3.2.5 Imagen molecular

Se basa en la acumulacidn selectiva de agentes de contraste, muchas veces unidos a péptidos
0 anticuerpos, en determinadas zonas de la placa y se asume que puede detectar la actividad de la
lesion. La imagen molecular se puede detectar con la tomografia por emision de positrones (PET),
la tomografia computarizada por emision monofotonica (SPECT) y mediante RMN. Usando
SPECT o PET, los radionuclidos, a través de su unién con trazadores (que se unen a componentes
de la placa y tienen un rapido aclaramiento), pueden detectar diferentes procesos y componentes
moleculares y celulares. Recientemente se estan integrando las imagenes de PET (funcién) y de
tomografia computarizada y/o RMN (mayor resolucion espacial) para aumentar la informacion que
ofrecen estas técnicas. Todavia en fase experimental, la PET visualiza la inflamacion en la placa de
ateroma al permitir la marcacién selectiva de moléculas de adhesién (como la VCAM1®) o
metaloproteinasas de matriz™'. La RMN también permite realizar imagen molecular. Se puede unir

el agente de contraste a péptidos o anticuerpos especificos para la diana que interese; por ejemplo,
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los macrofagos fagocitan las particulas ultrapequefias de éxido de hierro, lo que permite evaluar la

reduccion de la actividad inflamatoria en las carétidas tras iniciar tratamiento con estatinas.

2.3.3 TECNICAS NO INVASIVAS UTILIZADAS EN ESTA TESIS

2.3.3.1 Grosor de la intima media carotidea (GIMc)

Es una técnica no invasiva, rapida, segura, indolora y que no emite radiaciones ionizantes.
El GIMc se mide mediante ultrasonidos en el arbol carotideo y permite visualizar los limites de la
pared arterial a nivel de la carétida comun, el bulbo carotideo o la cardtida interna. En la carétida
comun distal es donde mejor se visualiza y donde ofrece menor variabilidad en la medicion. El

GIMc se define como la distancia visible entre el lumen de la intima y la media (Figura 6).

Figura 6. Grosor intima-media carotidea
(L.R. Llerena-Rojas et al / Rev Esp Cardiol Supl. 2011; 11:36-44)

Las limitaciones de esta técnica son que so6lo evalla el grosor de la pared arterial, y en
algunos casos de la placa de aterosclerosis (en ocasiones también volimen), pero no su
composicion, requiere personal entrenado, no es aplicable en las arterias coronarias y tiene
variabilidad interobservador®®. Ademas, las lesiones o placas ateromatosas se suelen presentar con
mayor frecuencia en el bulbo o la carétida interna, territorios que en ocasiones son de dificil acceso
y donde las mediciones pueden ser complicadas o no posibles.
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El GIMc es un predictor independiente pero moderado de enfermedad coronaria. En varios

estudios se ha demostrado la asociacion del GIMc con los FRCV y con la incidencia de eventos
cardiovasculares™ ** *°. Concretamente, los resultados de un metaanélisis han mostrado que para
una diferencia absoluta del GIMc de 0,1 mm, el riesgo de un futuro infarto de miocardio aumentaba

en un 10-15% y el riesgo de ictus un 13-18%.

Sin embargo, diversos estudios de intervencion no han demostrado que la reduccion del
GIMc se correlacione con disminucién de la incidencia de enfermedad cardiovascular. No obstante,
y probablemente debido a su disponibilidad, se sigue usando frecuentemente como marcador
indirecto en estudios prospectivos; incluyendo el analisis de cambios del GIMc como objetivo de
eficacia de intervencion, lo que permite un tiempo de seguimiento mas corto que con objetivos de

reduccion de eventos clinicos. Ejemplos clasicos son los estudios ARBITER ° *

, en los que la
combinaciéon de niacina y simvastatina ha demostrado regresion de lesiones carotideas. Sin
embargo, la toma de decisiones clinicas y terapedticas en base a la medicion de GIMc y presencia
de placa todavia no se ha investigado ni evaluado como objetivo primario en ningun estudio

relevante.

El valor afiadido que aporta el GIMc en la prediccion del riesgo cardiovascular contina
siendo motivo de controversia® ®. Varios estudios han analizado la capacidad de discriminacion y
reclasificacion que tiene este parametro con resultados diversos. Dos estudios europeos (el CAPS y
el Three-City Study) no observaron una mejora significativa de la capacidad predictiva al incluir el
GIMc en los modelos® ®2. En cambio, un metaanalisis reciente ha mostrado que la evaluacion de la
placa carotidea aporta mayor exactitud diagnostica en la prediccion del futuro infarto de
miocardio®. Y en esta linea los resultados del estudio ARIC apuntan a que incluir los valores del
GIMc y la presencia de placa carotidea mejora las propiedades predictivas de los modelos respecto

al que proporcionan los FRCV clésicos por si solos®* ®.

Las guias europeas desaconsejan su utilizacion en la estratificacion del riesgo en la
poblacion general, y s6lo recomiendan aplicarlo a sujetos con varios FRCV (recomendacion lla,
nivel de evidencia B)*. Las guias americanas concluyen que la medicién rutinaria del GIMc no es
recomendable en la practica clinica para la clasificacion de riesgo cardiovascular (recomendacién

111, nivel de evidencia B)®".
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En los ultimos afios también se estd estudiando el grosor de la intima media a nivel de la arteria

femoral ya que parece que puede ser un marcador de progresién precoz de la arteriosclerosis®®.

2.3.3.2 Indice tobillo brazo (ITB)

El ITB es el resultado de dividir la presion arterial sistélica (PAS) de cada tobillo
(escogiendo el valor mas alto de la arteria pedia o la tibial posterior) entre el valor de la PAS de la

arteria braquial homolateral (Figura 7).

Figura 7. indice tobillo-brazo
(J. Guindo et al Rev Esp Cardiol Supl. 2009; 09:11-17)

Asi se obtienen dos valores de ITB, uno para cada lado, seleccionando como definitivo el
mas bajo de los dos. La determinacion es breve, en manos experimentadas la técnica se realiza en
unos minutos, es barata, solo se precisa un esfigmomandmetro y un doppler portéatil con sonda de 8

Mhz, y reproducible, con minima variabilidad intra e interobservador .

Es una prueba que inicialmente se utiliz6 para el diagnostico de enfermedad vascular

periférica, y que actualmente se ha extendido también a la evaluacion del riesgo cardiovascular en
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pacientes asintomaticos. La interpretacion de los resultados es la siguiente’: valores entre 0,9 y 1,4

se consideran normales; los inferiores a 0,9 se consideran indicador de estenosis arteriales con
limitacion de flujo. Un valor entre 0,4 y 0,9 se considera marcador indirecto de enfermedad vascular
periférica moderada, y el inferior a 0,4, de grave. Un ITB > 1,4 es indicativo de presencia de

engrosamiento y calcificacion de las arterias, especialmente en pacientes con diabetes mellitus.

Un ITB < 0,9 es predictor de riesgo cardiovascular, incluso tras ajustar por los FRCV".
Existe una relacién en U entre ITB y la mortalidad cardiovascular, de modo que en el Strong Heart
Study, tanto un ITB < 0,9 como un ITB > 1,4 aumentaron la mortalidad y enfermedad

cardiovascular’?, incluso tras ajustar por FRCV.

Respecto a la deteccion de enfermedad coronaria, la revision sistematica de Doobay” indica
que un ITB < 0,9 tiene una especificidad del 92,7% para predecir ACV y una especificidad del
87,9% para predecir mortalidad cardiovascular (sensibilidades en torno al 16%); por consiguiente,
el ITB podria usarse en el cribado cardiovascular teniendo en cuenta que un valor > 0,9 es

indicativo de bajo riesgo cardiovascular.

Por otro lado la medicién del ITB puede mejorar la capacidad predictiva de las funciones de
riesgo cardiovascular’®, siendo mejor predictor de aterosclerosis que la proteina C reactiva’™. Un
reciente metaanalisis ha mostrado que el ITB modifica de manera importante las categorias de
riesgo cardiovascular obtenidos con la funcion de Framingham-Wilson, y reclasifica
adecuadamente a un porcentaje significativo de la poblacién’®. En nuestro medio también se ha
demostrado que el ITB reclasifica a una proporcion importante de sujetos hacia la categoria de

riesgo alto, sobre todo en mujeres’”.

Las guias europeas recomiendan medicion del indice tobillo-brazo en adultos asintomaticos
de riesgo cardiovascular intermedio para mejorar la estratificacion del riesgo (recomendacion lla,
nivel de evidencia B)®. Las gufas americanas consideran el ITB como factor de riesgo
independiente, y también indican que puede usarse para detectar enfermedad aterosclerética, de
forma complementaria a los a los FRCV clasicos, y especialmente en personas mayores de 50 afios

con riesgo cardiovascular intermedio o alto (recomendacion b, nivel de evidencia B) ®.
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2.3.3.3 Rigidez arterial o stifness

La medicion ultrasonografica de la rigidez arterial es un procedimiento sensible que puede
resultar mas precoz que el GIMc para detectar dafio vascular. Una de las desventajas de la medicién
del GIMc es que so6lo permite una estimacion local o regional de la pared vascular examinada y
algunos autores proponen el empleo de técnicas de ultrasonidos de alta resolucion para evaluar los
cambios funcionales de la elasticidad arterial inducidos por la aterosclerosis. Por ello, la rigidez
arterial se considera un marcador funcional de dafio vascular que precede a los cambios

estructurales en la pared arterial.

La rigidez arterial puede evaluarse por diversos métodos’®. Si bien la hipertensién sistélica
sola acompariada de un aumento en la presion del pulso en adultos mayores de 50 afios constituye
un indicador suficiente para establecer el aumento de rigidez de la aorta, se han buscado otras
medidas indirectas que permitan diagnosticar la rigidez con mayor precision. La ultrasonografia
doppler ha logrado reproducir la curva del volumen de las arterias periféricas de mediano calibre.
Con un transductor de haces paralelos se visualiza, preferentemente de manera transversal, la arteria
muscular-elastica (Figura 8A) y, mediante software adecuado, se puede medir el movimiento
pulsatil, su distensibilidad y el tiempo que tarda el pulso arterial en ir y retornar (Figura 8B). A
pesar de que existen multiples medidas especificas de la rigidez arterial, la velocidad de la onda del

pulso adrtico es, sin duda, la més estudiada’.

Figura 8A/8B. Rigidez o stifness arterial
(L.R. Llerena-Rojas et al / Rev Esp Cardiol Supl. 2011; 11:36-44)
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En la poblacion general, se ha demostrado que es un predictor independiente de mortalidad
cardiovascular y de incidencia de enfermedad arterial coronaria® y cardiovascular®™ durante el
seguimiento. Ademas, diferentes estudios indican que un valor elevado en la medicion de la rigidez

arterial se relaciona con dafio endotelial en los pacientes con hipertension & %,

La relativa falta de uniformidad en los protocolos de medicion, los problemas concernientes
a su reproducibilidad y la elevada dependencia del operador son dificultades que impiden la
generalizacién de los resultados encontrados y su utilizacion en la practica clinica diaria.
Las guias europeas simplemente mencionan que la rigidez arterial puede ayudar a la estratificacion

de determinados pacientes sin aportar nivel de evidencia, ni recomendacion de su utilizacion .

Las técnicas no invasivas utilizadas en esta tesis proporcionan informacion cuantitativa y

funcional del impacto de la aterosclerosis en la pared vascular.
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2.4 GENETICA DE LA CARDIOPATIA ISQUEMICA

2.4.1 LA ARQUITECTURA GENETICA DE LA CARDIOPATIA ISQUEMICA

Desde el punto de vista genético, la CI se clasifica como una enfermedad compleja, en la
que el riesgo individual viene determinado por multiples factores genéticos, factores ambientales y
la interaccion entre ellos. Desde hace afios se conoce que existe un componente familiar en la
susceptibilidad de padecer enfermedad cardiovascular. Se han realizado estudios con gemelos
monocigoticos y estudios epidemioldgicos en los que la historia familiar de CI esta asociada con la
aparicion de eventos cardiovasculares. Se estima que la variabilidad genética explica
aproximadamente el 40% de la variabilidad del riesgo de presentar una enfermedad cardiovascular a
nivel poblacional (heredabilidad). Pero hasta que no se han realizado estudios de asociacion global
del genoma (GWAS) no se han establecido e identificado asociaciones consistentes entre variantes

genéticas y el riesgo de presentar una CI.

Los GWAS son estudios que no estan basados en hipotesis previas, que analizan centenares
de miles de variantes genéticas y su asociacion con diversos fenotipos, y por lo tanto pueden aportar
conclusiones que no estan limitadas al actual conocimiento fisiopatoldgico de la enfermedad
cardiovascular, y tienen un enorme potencial en la identificacibn de nuevos mecanismos

moleculares que predisponen a Cl y nuevas dianas terapeuticas.

En 2007 se publicaron los primeros GWAS para CI1®* # #_E| principal descubrimiento fue
un locus en el cromosoma 9p21%’, que todavia hoy es el que se asocia de forma mas consistente con

Cl. Estudios posteriores han mostrado que este locus se asocia a un espectro importante de

84 85 86

fenotipos vasculares como CI e infarto de miocardio , calcificacion arterial coronaria®®,

8990y aneurisma de aorta abdominal®.

enfermedad arterial periférica

Hasta la fecha se han identificado mas de 50 locus genéticos asociados con CI, y que
presentan una magnitud de asociacion pequefia con odds ratios (OR) que oscilan entre 1,05y 1,23
(Tabla 1).
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Tabla 1. Variantes genéticas y locus asociados con Cl identificados en estudios de asociacion global del

genoma. (CARDIoGRAMplusC4D Consortium. Nat Genet 2013; 45:25-33).

Alelo de
D | STMPOCRRRENE | onr | e ey | Por | OR
alelo de riesgo)

rs602633 SORT1 1 CIA (0,77) 1,47X10% 1,12
rs17114036 PPAP2B 1 A/G (0,91) 5,80x10™" 1,11
rs4845625 IL6R 1 T/C (0,47) 3,64x10™ 1,09
rs67258870 WDR12 2 CIT (0,12) 1,16x10™ 1,12
rs515135 APOB 2 G/A (0,83) 2,56x10™° 1,03
rs2252641 ZEB2-ACO74093 2 G/A (0,46) 5,30x10° 1,06
rs1561198 VAMP5-VAMP8- GGCX 2 A/G (0,45) 1,22x10™° 1,07
rs6544713 ABCG5-ABCGS 2 T/C (0,30) 2,12x10°° 0,96
rs9818870 MRAS 3 T/C (0,14) 2,62x10° 1,07
rs7692387 GUCY1A3 4 G/A (0,81) 2,65x10™ 1,13
rs1878406 EDNRA 4 T/C (0,15) 2,54x10° 1,09
rs273909 SLC22A4-SLC22A5 5 CIT (0,14) 9,62x10™%° 1,11
rs12190287 TCF21 6 CIG (0,59) 4,94x10™ 1,07
rs2048327 SLC22A3-LPAL2-LPA 6 G/A (0,35) 6,86x10™ 1,06
rs9369640 PHACTR1 6 A/C (0,65) 7,53x10% 1,09
rs10947789 KCKN5 6 T/C (0,76) 9,81x10°° 1,01
rs4252120 PLG 6 T/C (0,73) 4,88x10" 1,07
rs11556924 ZC3HC1 7 CIT (0,65) 6,74x10™" 1,09
rs2023938 HDAC9 7 G/A (0,10) 4,94x10°® 1,13
rs264 LPL 8 G/A (0,86) 2,88x10° 1,06
rs2954029 TRIB1 8 A/T (0,55) 4,75x107 1,05
rs1333049 9 CIG (0,47) 1,39x1072 1,23

CDKN2BAS1 .
rs3217992 9 A/G (0,38) 7,75x10 1,16
rs579459 ABO 9 C/T (0,21) 2,66x107 1,07
rs12413409 CYP17A1-CNNM2-NT5C2 10 G/A (0,89) 6,26x10°® 1,10
rs2505083 KIAA1462 10 CIT (0,42) 1,35x10™ 1,06
rs501120 10 AJG (0,83) 1,79x10° 1,07

CXCL12 P
rs2047009 10 C/A (0,48) 1,59x10 1,05
rs974819 PDGFD 11 A/G (0,29) 3,55x10™ 1,07
rs3184504 SH2B3 12 T/C (0,40) 5,44x10™ 1,07
rs4773144 13 G/A (0,42) 1,43x10™ 1,07

COL4A1-COL4A2 —
rs9515203 13 T/C (0,74) 5,85X10 1,08
rs9319428 FLT1 13 AJG (0,32) 7,32x10™" 1,10
rs2895811 HHIPL1 14 CIT (0,43) 4,08x10™ 1,06
rs7173743 ADAMTS? 15 T/C (0,58) 6,74x10" 1,07
rs17514846 FURIN-FES 15 A/C (0,44) 9,33x10™ 1,04
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rs12936587 RAI1-PEMT-RASD1 17 GIA (0,59) 1,24X10° 1,06
rs2281727 SMG6 17 CI/T (0,36) 7,83x107 1,05
rs1122608 LDLR 19 G/T (0,76) 6,33x10™ 1,10
rs9982601 Gene desert (KCNE2) 21 T/C (0,13) 7,67x10™" 1,13

La variabilidad genética en estos loci explica alrededor del 10% de la heredabilidad de la
C|92 93 94 9596 100101102103 15 g6 deja el mayor porcentaje hereditario todavia pendiente de explicar.
Asimismo, se ha observado que gran parte de las variantes identificadas no estan asociadas con los

FRCV clasicos® %,

Algunas de estas variantes, como por ejemplo las localizadas en 1p13.3 y 1941 se han
asociado con eventos cardiovasculares en pacientes con Cl establecida (incluido el reingreso y la
supervivencia)®, y la variacién genética en el gen de la trombomodulina se ha asociado con

superviencia a largo plazo en pacientes que se someten a cirugia de revascularizacién miocérdica *.

Asimimo, existen variantes genéticas que contribuyen a mayor susceptibilidad para muerte
subita en pacientes con Cl establecida, como algunos SNPs en los genes CASQE, GPDI1L y
NOS1AP'®,

Por lo tanto, la predisposicién genética no solo es relevante para el desarrollo de CI sino
también como potencial factor prondstico en pacientes con la enfermedad ya establecida. Seria de
gran importancia de cara al futuro dilucidar qué informacidn genética es Util para tomar decisiones
clinicas, e implementar estos conocimientos genéticos en la practica médica cuando se tratan

pacientes con CI.

2.4.2 UTILIDADES DE LA GENETICA EN ENFERMEDADES COMPLEJAS
COMO LACI

El conocimiento generado sobre la base genética de la Cl puede tener diversas aplicaciones
y utilidades en la practica clinica. Entre ellas podemos citar: i) el conocimiento de los mecanismos
etiopatogenicos de la Cl y la identificacion de nuevas dianas terapéuticas; ii) la identificacion de
individuos con alto riesgo de presentar acontecimientos clinicos en prevencidon primaria y
secundaria; iii) la evaluacion de la relacion causal entre un biomarcador y una enfermedad mediante

estudios de aleatorizacion mendeliana; iv) la identificacion de individuos respondedores y no
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respondedores a un farmaco mediante estudios de farmacogendmica. En esta tesis nos centraremos

en la primera y ultima aplicacion, que son las que estan relacionadas con los objetivos planteados.

2.4.2.1 Identificacion de mecanismos etiopatogénicos y nuevas dianas terapeuticas.
Los estudios de GWAS han permitido avanzar en el conocimiento de las bases genéticas de
la C|34 80 8791 97101 102 103 104 * Al nas de las variantes identificadas se asocian también a los FRCV
clasicos, pero esto no ocurre en otras, y los mecanismos biol6gicos que explican esta asociacion
contintan sin estar claros. Por ejemplo, el locus 9p21, que es el que se asocia con ClI de forma mas
consistente en los diferentes estudios, estd localizado en una regién intergénica que codifica un
RNA no codificante de proteina (ANRIL) que regula la expresion de genes relacionados con la
proliferacion celular, la adhesion celular y la apoptosis, mecanismos que son importantes en la
progresion de la aterosclerosis™® 1% 1%7 1% Este conocimiento puede servir para identificar nuevas
dianas terapeuticas y desarrollar nuevos farmacos, como por ejemplo los anticuerpos anti-
PCSK9'™, proteina que fue descubierta en estudios genéticos en pacientes con hipercolesterolemia

familiar'®®.

Como hemos revisado en el apartado 2.2 de esta tesis la aterosclerosis es el principal
mecanismo etiopatogénico de la Cl. Empieza con una fase subclinica, que se inicia en una etapa
temprana de la vida7, y sus manifestaciones clinicas constituyen el estadio final de este proceso
cronico. En consecuencia, la medicion de las etapas iniciales e intermedias de la aterosclerosis
subclinica podria utilizarse para identificar la progresion de este proceso y para predecir el riesgo
futuro de sufrir eventos cardiovasculares. EI GIMc, la rigidez de la arteria car6tida y el ITB son
marcadores cuantificables, reproducibles y no invasivos de la aterosclerosis, y constituyen factores
predictivos claramente establecidos de los eventos cardiovasculares futuros, como el infarto de

miocardio y el ictus *° 48,

El estudio de la asociacion entre la presencia de la aterosclerosis subclinica y los SNP
asociados a la Cl de manera independiente de los FRCV clésicos podria contribuir a esclarecer

los mecanismos etiopatogénicos que subyacen en esta relacion.
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2.4.2.2 Farmacogendmica

En la practica clinica nos encontramos con que existe variabilidad interindividual en la
respuesta a diferentes farmacos. Algunos logran una respuesta deseada a dosis bajas o terapéuticas
del farmaco, otros requieren dosis altas, algunos nunca logran la eficacia deseada, y en otros los

efectos adversos son mas comunes.

Dichas variaciones pueden estar relacionadas por diferencias en la adherencia al tratamiento,
0 interacciones entre farmacos no reconocidas, aunque cada vez existe un mayor consenso en la
idea de que esta variabilidad interindividual también puede estar determinada por factores
geneéticos. Se considera que las variaciones en el genoma explicarian entre un 20 y un 95% de la

variabilidad interindividual tanto en la disponibilidad como en la respuesta a farmacos™.

La farmacogendmica estudia la influencia de las variaciones genéticas heredadas o
adquiridas en la respuesta a farmacos**?. Los efectos farmacoldgicos de la mayoria de los
medicamentos son el resultado de una serie de procesos farmacocinéticos (que determinaran la
cantidad de medicamento que llega a la biofase) y farmacodinamicos vinculados a la efectividad de
la interaccién del farmaco con su receptor. La variabilidad de expresion y funcion de las distintas
enzimas involucradas en estos procesos constituye el ndcleo principal de estudio de la
farmacogendmica. Naturalmente, este analisis no explica la totalidad de la variabilidad de la
respuesta terapéutica, sino que se enmarca dentro de las diferencias determinadas por género, edad,
alimentacion, comorbilidades, factores ambientales e interacciones de medicamentos. Asimismo, la
farmacogendmica puede facilitar la identificacion de biomarcadores Utiles para la seleccion del
farmaco adecuado, la dosis apropiada, el tiempo de tratamiento 6ptimo o incluso para la prevencion

de la aparicion de efectos adversos**.

En la dltima década, el conocimiento de la farmacogendmica relativa a los farmacos
cardiovasculares se ha incrementado significativamente. Un ejemplo bien estudiado es el del
clopidogrel que presenta una gran variabilidad interindividual en la respuesta, y por lo tanto su
analisis farmacogenomico puede ser de utilidad en pacientes seleccionados, como los que son
sometidos a intervenciones coronarias percutaneas y presentan mayor riesgo de trombosis™“. De
este modo seria de utilidad para identificar los pacientes que méas se pueden beneficiar de este

tratamiento, y mejorar asi el pronostico de la enfermedad.
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3.1 Analizar la relacion entre las variantes genéticas asociadas con cardiopatia isquémica, pero no

con los factores de riesgo cardiovascular clasicos, y la aterosclerosis subclinica.

3.1.1 Evaluar esta asociacion en un estudio de base poblacional utilizando diferentes
biomarcadores de aterosclerosis subclinica:
3.1.1.1 Grosor de la intima-media carotidea.
3.1.1.2 Rigidez carotidea.
3.1.1.3 Indice tobillo-brazo.

3.1.2 Evaluar esta asociacion mediante una revision sistematica y metaanalisis, evaluando

posibles causas de heterogeneidad entre estudios.

3.2 Determinar la asociacion entre variantes genéticas del gen del citocromo CYP2C19 y la
respuesta clinica al clopidogrel en pacientes con cardiopatia isquémica, mediante una revision

sistematica y metanalisis.

3.2.1 Evaluar la asociacion entre las variantes genéticas con ganancia y pérdida de funcién

del CYP2C19 vy la incidencia de nuevos eventos cardiovasculares.

3.2.2 Evaluar la asociacion entre las variantes genéticas con ganancia y pérdida de funcion
del CYP2C19 vy el sangrado.

3.2.3 Evaluar la asociacion entre las variantes genéticas con ganancia y pérdida de funcién
del CYP2C19 y la trombosis del stent.

3.2.4 Explorar posibles causas de heterogeneidad entre los estudios.
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Histaria del antiola: RESUMEN
Redbido &l & de octubre de 2014
Aceplada el 29 de octubne de 2014 Introduccidn yobjetivos: En estudios recientes se han identificado varias variantes genéticas asociadas ala

On-liner ] 21 dle marzo de 2015 enfermedad coronaria Algunas de estas varantes genéticas no se asocian a factores de riesgo

cardiovascular clizicos y no estin claros los mecanismaos por bos que se producen tales asociaciones. El
ohjetive de este esmdio ez determinar =i estas variantes genéficas estin relacionadaz con la
atemsclerosis subclinica medida con el grosor intimomedial carotideo, la rigidez carotidea y el indice

Palabras clve
Variantes genéticas
Alsrosclerosis

A A tobillo-brazo.
:;;i:'i::mﬁdul camtides Mérodos: Se llevd a cabo un estudio transversal anidado en el seguimiento de la cohorte REGICOR.
lindioes Dol ko=t El estudio se llevd a caboen 2,667 individuos. S realizaron mediciones de la atemsclerosis subclinica
Metandlisis con métodos estandarizados. Se determinaron los genotipos relativos a nueve variantes genéticas para
Subelinica evaluar las asociaciones con laaterosclemsis subclinica, individualmentey con una puntuacién de fesgo

genético ponderada. Se llevh a cabouna revision sisternatica y metandlisis de los estudios previos que
analizaron esas asoCiaciones.

Resultodos: Mingunadelas variantes genéticas estudiadas ni la puntuacidn de desgo genético mostramn
una asociacion significativa con la atemsclerosis subclinica. En el metandlisis, el alelo de riesgo del
1 T4E048 ((ONL12) (n = 10.581) mostrd asodacdn directa con el grosor intimomedial camtideo
(B =0,008; intervalode confianza del 95%,0,001-0,015), mientrasqueel alelo de riesgors672 SEET (WDR12)
(n = 7.801) mostn asociacian inversa (B = -0.013; intervalo de conflanza del 95% -0.024 a -0,003).
Conchesiones: Las variantes gendticas analizadas parecen intervenir en la asociacién con la enfermedad
coronaria por diferentes mecanismos. Estos resultados generan la hipdtesis de que la variante £0L 12
parece influir en el riesgo de enfermedad coronaria a través del remodelado y el engrosamiento de las
arterias, mientras que la varante de riesgo WDRTZ podria estar relacionada con una mayor

vulnerabilidad de la placa
@ 2014 Sociedad Espafiola de Candiologia Publicado por Elsevier Espaia, 51U Todos bos derechos reservados.

Association Between Coronary Artery Disease Genetic Variants and Subclinical
Atherosclerosis: An Association Study and Meta-analysis

ABSTRACT

Keywords: Iurodicrion and objectives Recent studies have identified several genetic variants associated with
Genelic varants coronary artery disease. Some of these genetic variants are not associated with classical cardiovascular
Atherosclemsis rizk factors and the mechanism of such associations is unclear. The aim of the study was to determine
c‘"“!d R miedia thicknes whether these genetic variants are related to subclinical atherosclerosis measured by camtid intima
Carotid stilTnes . . . . .

P —— media thickness, carotid stiffness, and ankle brachial indesc.

Meta- analysis Methads: A cross-sectional study nested in the follow-up of the REGICOR cohort was undertaken. The
Subelinical study included 2667 individuals. Subclimical athemsclerosis measurements were performed with
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standardized methods. Nine genetic variants were genotyped to assess associations with subclinical
atherosclerasis, individually and ina weighted genetic risk score. A systematic review and meta-analysis
of previous studies that analyzed these associations was undertaken.

Results: Meither the selected genetic variants nor the genetic risk score were significantly assocated
with subclinical athemsderosis. In the meta-analysis, the =1 746048 ((XCL12; n = 10581) fzk allele was
directly associated with carotid intima-media thickness (f = (LO0&; 95% confidence interval, 0.001-
(015), whereas the rs6725887 (WDR12; n = T801) risk allele was inversely associated with this
thickness (B = —0.013; 95% confidence interval, -0024 to -0.003)

Conclusions: The analyzed genetic varants seemn to mediate their association with coronary artery
disease through different mechanizms. Our results generate the hypothesis that the CXL12 variant
appears to influence coronary artery disease risk through arterial emodeling and thickening, whereas
the WDRT2 risk vanant could be related to higher plague vulnerability.

Full English text available from: wwow revespcandiolorg/en

@ 2014 Sociedad Espaitola de Cardiclogia Published by Elsevier Espafa, L1 All righis reserved.

Abreviaturas

EC: enfermedad coronaria

FROVE: factores de riesgo cardiovascular clasicos
GIM: grosor intimomedial

ITB: indice tobillo-brazo

SNP: polimorfismos de un solo nucledtido

INTRODUCCION

La enfermedad coronaria { EC) que es la principal causa mundial
de muerte' v discpacidad®, tiene un importante componente
genttion, En estudios recientes de asod acion de genoma completo,
se¢ han identificado varios polimorfismos de un solo nuclebtdo
(SMP) asociados al infarto de miocrdio ¥ la EC-". Algunas de
estas variantes se asodan también a los factores de riesgo
ardiovascular ddsicos (FROVC), pero esto no ocurre en obras y
los mecanismos bioldgicos que subyacen a su asociacion con la EC
siguen sin estar daros.

La aterosclerosis es el principal mecanismo etopatogenico
asociado a la EC. Empieza con una fase subclinica, que se inicia en
una etapa lwemprana de la vida'?, y sus manifestaciones clinicas
mnsttuyen el estadio final de este proceso adnico. En mnse-
cuencia, la medicion de las etapas iniciales ¢ intermedias de la
aterosclerosis subclinica puede utilizarse para identficar la
progresion de este proceso ¥ predecic el riesgo futuro de presentar
episodios cardiovasculares o coronarios, El grosor intimomedial
(GIM), la rigidez de la arteria cardtida y el indice tobillo-brazo (ITB)
son marcadores de la aterosclerosis exactos, cuantificables,
reproducibles ¥ no invasivos y constituyen fadores predictivos
daramente estableddos de los eventos cardiovasculares futuros,
mo el infarto de miocardio y el ictus'> "5,

El estudio de la asociacion entre la presencia de aterosclerosis
subclinica y la de los SMNP asociados a la EC de manera
independiente de los FROVe deberia aportar derta luz sobre los
miecanis mos bioldgicos que subyacen a esta rel acion. Este estudio
tene dos objetivos: a) determinar en un estudio de base
poblacional si las variantes geniticas asociadas a la EC pero no a
los FRCVe estin relacionadas con la aterosclerosis subclinica
evaluada mediante el GIM carotideo, la rigidez carotidea y el ITB, ¥
b} llevar a cabo una revisidn sistematica actualizada vy un
metanalisis de los estudios previos que han analizado estas
ASOCiaciones.

METODOS
Disefio

Se llevo a cabo un estudio transversal anidado en el estudio de
cohorte Registre Gironi del Cor (REGICOR)'®"". Se utilizaron los
datos del seguimiento de dos cohortes de base poblacional, creadas
inicialmente en los afios 1995 y 2000 (con tasas de respuoesta del
724y el 70.0% respectivamente ) en ciudades re presentativas de la
diversidad geografica de la provincia de Girona'®", Durante el
periodo 2007-2010, se invith a los participantes supervivientes no
ingresados que residian en esas localidades a acudir a una visita de
seguimiento; la tasade respuesta fue del 78.4%. Se selecdond a los
participantes de entre 35 y 74 anos de edad que el momento de
los examenes basales no presentaban enfermedad cardiovascular
en ese momento y de cuyo ADM se disponia. El comité etico local
aprobi este estudio ¥ los participantes dieron su consentimiento
informado por escrito.

Seleccion de las varantes genéticas, determinacion
del genotipo y generacion de la puntuacion de riesgo mul tilocu s

Se seleccionaron nueve variantes genéticas asociadas a la EC
pero no asociadas a los FROVe: presion arterial, colesterol total,
colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad, colesterol unido
a lipoproteinas de alta densidad, trigh céridos, diabetes mellitus y
tabaquismo  Se generd una puntuacidn de riesgo  genitio
multdocus de la forma descrita con anterioridad'”. Las primetas
siete variantes seleccionadas se asociaron a la EC en estudios de
asociacion de genoma completo: rs1 7465637 en MIAZ, rs6725887
en WDRDZ, B8 18870 enMEAS, rs12526453 en PHACTEDL rs 1333049
cerca de (DENZASZE, rs1746048 cerca de CXCLI12 y rs9982601 cerca
dee 501542, Seincluyd también la variante rs10455872 en LPA' y el
haplotipo B (rs10507391, rs17216473, rs9315050, rs17222842)
en ALOXSAP', que se han asociado al riesgo de EC de manera
independiente de los FRCVE.

El Centro Nacional de Investigaciones Oncoldgicas, con base en
Madrid, determind el genotipo en las muestras de ADN usando el
chip Cardio inCode { Ferrer inCode; Barcelona, Espana), que tiene su
base en Veramde (llumina; San Diego, Estados Unidos) y
tecnologias KASPar (KBioscience; Hoddesdon, Reino Unido). Se
aplicaron criterios de control de calidad tanto a cada una de las
muestras como a los SNP seleccionados, incluidos los analisis de
equilibrio de Hardy-Weinberg. La coincidencia global del chip con
la tecnologia de referencia fue del 99,9% v la sensibilidad v la
especificidad del metodo analitico fueron superiores al 98 6%,
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Se calculd tambitn una puntuacion de riesgo genético
multilocus para cada individuo mediante la suma del ndmero de
alelos de riesgo en las nueve variantes, tras ponderar cada variante
con la magnitud estimada de su efecto en el estudio
CARDIDGRAM ' (tabla 1) Las ponderaciones de las variantes de
LPA y ALOXSAP se basaron en los coeficientes descritos en las
correspondientes publicadones 17, Se calculd la puntuaciin de
riesgo genitico empleando la siguiente fBrmula:

]
GRS =73 f, - SNP,
=

Donde: 8 es la magnitud estimada del efecto descrito para cada
variante en el estudio CARDIoGRAM o la correspondiente
publicacion para LPA y ALOXSAP, v SNB; es el numero de alelos
de riesgo de cada uno de los SNP evaluados (que puede adoptar
valores de 0, 1 0 2 para los SNP genotipificados).

Aterosclerosis subclinica
Grosor intimomedial corotdeo

Tres ecografistas titulados evaluaron las exploraciones caroti-
deas usando un protocolo estandarizado ¥ un equipo de ecografia
Acuson XP128 (Acuson-Siemens; Erlangen, Alemania), equipado
con un transductor de haz lineal de L7 5-12MHz De forma
resumida, se examinaron los siguientes segmentos arberiales
predefinidos de las arterias coronarias derecha e izquierda: a)
la arteria carotida comin en una posicion 1 cm proximal a la
dilataciin; b) el bulbo carotiden, v ) la cardtida interna en una
posicion 1cm distal a la division del flujo. Se registrd una imagen
estitica de cada segmento arterial como imagen estatica DICOM
(digital information and communication in mediane). Los archivos de
imagen se transfirleron a trawvés de un sisterma seguro a un
laboratorio de interpre tacion (Imagelabonline; Amsterdam, Paises
Bajos). Técnicos espediicamente formados v titulados analizaron
las imdgenes con el programa informadtico validado seTracks™, Los
técnicos identificaron las interfases con el punto de mim; el
programa informatico conecta el punto de mira con curvas spliine
El GIM carotideo se definid como la distancia media (GIM medio )y
distancia maxima (GIM maximo) entre las interfases luz-intima y
medis-adventida en determinado segmento de la pared arterial
lejana.

Los resultados de interés fueron: o) el promedio de los
GIM medios izquierdo v derecho de las cardtidas comunes [ GIMace
medio), las arte rias cardtidas internas (GIMaci medio) v los bulbos
carotidens (GIMbul medio), ¥ b) el valor maxdimo del GIM de
los lados izquierdo y derecho de las arterias carbtidas comunes

Talbsla 1

(GIMace maximo), las arterias carotidas internas (GIMaci maximao)
¥ los bulbos carotideos (GIMbul maximo ).

Se evalubd la variabilidad interecografistas e intraecografista
empleando mediciones repetidas del GIM realizadas a 42 partici-
pantes en dos visitas separadas 2 semanas por hasta tres
ecografistas. El estudio de la repetibilidad mostrd unos coeficientes
de corre laciin intraclase = 0,82 para el GIMac medio, anto para la
variabilidad intraecografista como para la interecografistas.

Higider carotiden

Para la evaluacion de la rigide z carotide a, se obtuvo el coeficiente
de distensibilidad arterial {CD), definido como el cambio relativo del
area de corte ransversal por unidad de presion, Dur ante el examen
de ecografia carotidea, se visualizaron en modo B las paredes
anterior ¥ posterior de las arterias carotidas comunes derecha e
imuierds enla parte distal Para obtener el registro en modo M de
intima-luz de la pared anteriory de luz-intima de la pared posterior,
el ecografista paso del modo B a una imagen de 1/3 modo By 23
modo M de la cardtida comin en la parte distal. La imagen de 1/3
modo B guia lade modo M. El movimiento de las paredes arteriales
en la imagen de 23 modo M muestea las formas de onda con los
patrones de doble linea de las paredesarteriales a lo largo del tiempo.
El ardlisis de las imagenes se llevd a cabo con el programa
informatico validado eeTradds, Bl programa establece un trazado
de las formas de onda de los bordes de avance de las interfases de
intima-luz de la pared anterior y de luz-inti ma de la pared posterior.
Si se identifican los contornos de ambas paredes durante al menos
dos latidos cardiacos, el programa permite cloular los par dmetros
del didmetro de la luz v las frecuencias cardiacas. Con base enesta
informacion, se puede obtenerotros pardmetros de valoraaon(p. ej.,
el CD L Se estimb el cambiodel didmetrodurante el ciclocardiacoo la
distension (AD), y se caleuld el CD como sigue® '

DC = (2AD- D+ AD®) /(AP - DF)

Donde: CO es el coeficiente de distensibilidad, AD es la distension,
Des el didmetro diastdlico ¥y AP es la presidn del pulso (la presidn
arterial se determind inmedi atamente antes del examen ecogra-
fico).

Se promediaron los valores de CD de las cardtidas izquierda y
derecha. Si faltaban los datos de modo M de una localizacion, se
util izaban dnicmente los datos disponibles de la otra

indice tobillo-brazo

5S¢ determind |3 presion arterial sistolica en decibito, después
de 5 min en reposo, en la arteria humeral del brazo derecho y las
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Algunas vanantes genéticas seleccionadase incluidas en este estudio, ponderaciones asignad as a cad a varante, frecuenclas de alelos observados y genoti pos, d atos
no disponibles y valor de p para la desviacibn respecto al equilibrio de Hardy-Weinberg

Variantes genéticas  COr  Gen Ponderacién  Riega,  Frecuencia del  Frecuencia del genotipo Mo disponible (3] H-W
alela alelo de resgo

17465637 1 MIA3 0,131 [ 073 AA = 215; AC= 1L061; OC= 1318 27 0943
mGT25887 2 WDRI2 @131 C 0143 OC = 45; CT= 642 TT = 1865 4.3 0227
=981 8870 3 MRAS 0113 T 0,133 C=1924,CT= 512, TT= 36 i5 R105
12526453 6 PHALTRI 0085 C 0643 OC = 1.0686; O6 = 1.181; GG = 327 i5 0997
1333049 9 MENZAZE 0,254 [ 0512 OC = 682; GC = 1.290; GG = 622 26 80
51746048 10 ONCLI2 o [ 10,866 OC = 1.946; TC= 591; TT = 51 26 0435
rHYgE2601 21 50543 0,165 T 0,125 OC = 1.964; CT= 574; TT = 34 36 0274
10455872 & LFA 0,285 G 0,081 AA = 2215, GA = 395, GG = 14 16 0422
Haplatipo B 13 ALONSAP 0,668 Hap-B 0.736 14
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arterias tibial posterior y pedia dorsal de ambas piernas, utilizando
un aparato Doppler continuo. Se calculd el ITE derecho e izquierdo
mediante ¢l cociente del valor mas alto de la presion de la pierna
respecto a la presion del brazo, vy para el anilisis el valor mas bajo
de los dos cocientes [TB se clasifico como bajo (= 09), normal
(09-1,3) o alto (= 1,3)'%,

Ofras variables

Realizd los examenes un equipo de enfermeras ¥ entrevista-
dores adecuadamente cpacitados. Se utilizd una balanza de
precision yde alibrado sencillo para las mediciones de peso v talla,
on los participantes en ropa interior ¥ descalzos: se determind el
indice de masa corporal dividiendo el peso én kilos por el cuadrado
de la estatura en metros. La presidn arterial se determind con un
esfigmomandmetro (OMRON 711) calibrado periddicamente. Se
utilizd un manguito apropiado para el tamaio de la parte superior
del brazo en cada participante. Las medidones se hideron con el
paciente sentado tras un reposo de 5 min Se efectuaron dos
lecturas v se registrd para el estudio el valor mds bajo.

Se utilizaron coestionarios estandarizados para obtener las
variables sododemograficas y de estilo de vida, asi como para los
antecedentes previos y los tratamientos de la diabetes mellitus, la
hipertension ¥ la hipercolesterolemia. El tabaquismo actual se
definid como un tabaquismo activo durante el aio anterior.

Se extrajeron muestras de sangre después de 10-14h en
ayunas. Las concentraciones de colesterol total, colesterol unido a
lipoproteinas de alta densidad y triglicéridos se determinaron con
miétodos directos (Roche Diagnostics: Basilea, Suiza)

Andls & estadistico

Las variables ntinuas se resumieron mediante la media
+ desviacion estandar o la mediana [intervalo intercuartilion | cuando
la distnbuadn se apartaba de la normal, y las variables discretas se
Presentaron como proporaones.

Para estimar la asociacibn existente entre las diferentes
variantes genéticas v las mediciones de la aterosclerosis subdinic,
se utilizaron modelos lineales generales mixtos ajustados por edad
W sexo Y regresidn logistica, tomando la encuesta como variable
aleatoria.

Se establecid la fase de ALOXSAP haplotipo B empleando los
genotipos de los cuatro SNP que definen el haplotipo v la presencia
delos alelos ANAG enlos SNPrs10507391, rs172 16473, rs93 15050y
517222842 respectivamente. La determinadon de la fase se realizd
on la funcion haplo.em del paquete haplo.stats®®, y se obtuvo la
probabilidad de que hubiera 0, 102 copias del haplotipo deriesgoen
cada muestra individual. Esta probabilidad se afadio a la
puntuacidn de riesgo genético, como an los ocho SNE. El andlisis
estadistico se llevd a cabo con el programa infor mitico B (versidn
30,173 Para tener en cuenta la realizacion de comparaciones
miltiples, se establecio un valor de poon correccion de Bonferrond
= 0,006 {(0,05/9 variantes geniticas independientes = 0,006) para
definir como estadistcamente significativa una diferenda.

Revision sistematica y metanalisis
Revision de ln libhografia

Se siguieron las recomendaciones de la declaracidn PRISMA
para la mejora de la publicacion de revisiones sistemdticas y
metandlisis™,. Se definid un protocolo de revisidn  interna,
basicamente con una basqueda detallada en la base de datos
PubMed desde su inico hasta julio de 2013, para identficar los

estudios que evaluaban la relacion entre las variantes genéticas de
interis y la aterosderosis subclinica. La interrogacion a la base
de datos se hizo con los siguientes términos de bilsqueda:
{esubclinical atherosclerosiss OR ecarotids OR sthicknesss OR
wstiffiesss OR eplagques OR cankle-brachial indexs) y para cada
var lante genética se afadid también (srs ids OR sgene names). No
se impusieron limitaciones de idioma a prior.

Dos revisores independientes (MZ v RE) examinaron manual-
mente para su seleccidn los articulos identificados mediante esta
bisqueda, primero basandose en el titulo, luego en el resumen y
finalmente en el manuscrito completo, para evaluar su idoneidad
para la inclusion en el metandlisis. Se examinaron también las
referencias bibliograficas citadas en esos articulos para identificar
las cifras relevantes no detectadas en la bisqueda inicial.

Extraccion de los datos

Dos investigadores {MZ y RE) extrajeron los datos de manera
independiente: disefio del estudio: variables de valoradon
evaluadas; caracteristicas de la cohorte; genotipo(s), frecuendas
alélicas vy modelo  genéticn utilizadoe en el analisis; ajuste
multivariable, y las estimaciones de las asociaciones. Las discre-
pancias se resolvieron por consenso.

Andlisis estodistico

Los analisis estadisticos del metandlisis se realizaron on la
funcidn metaDSL del paguete rmeta BS Se @lolaron los
coeficientes de regresidn lineal globales, los intervalos de confianza
del 95% v los valores de p bilaterales segiin modelos de efectos
aleatorios (DerSimonian y Laird)™. Se evalud la heterogeneidad

Elegibless pam
o sequimiente

Pafticpanies en &
seguimiento presencial

Figura. Diagrama de flujo en el que se muestra el proceso de selecciin de s
participantes en este estudio.
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Talsla 2
Datos socicdemograficos y principales caractersticas clinicas de la musestra total y estratificados segin el sexg de los participantas en este estudio
Total (n=2.667) Varones (n = 1.253) Mujeres (n= 1.414)

Edad fafas) 588 =130 58,7+ 132 588 =129
Tabaguisimng

No ha Tumada nunca 1.477 (55.3) 423(338) 1.054(74.2)

Exfumalar T18(270) 563 (449) 155 {11.3)

Fumadar sctual 4720(17.7) 267(213) 205 (14.5)
Presidn arterial sichdlio (mombg) 129 20 133 = 19 125 = 20
Presidin anterial discyilica (mmbg) 78 = 10 81 =10 7= 10
Hiperensidn 1043 (39.1) 508 [(405) 535 (378)
Tratamsiens antihiper tamsivo G78(254) 341 (272) 337 (238)
Glucenmia (mgidl) 98 =25 104 = 28 95z 22
Drahetes mellims tipa 348 (130 187 (148) 161 (11.4)
Medivnddn anlidiabélica 178 (6.7) 98 (7.8) BO(5.7)
Colestenal Lakal (g fdl ) 211 = 40 207 =3 214 =41
CHDL {mgidl) 5413 49 =10 57=13
LDl (megidl) 137 = 33 136 = 13 138 =34
Trighitéridas (mgidl] a8 [65-122 95 [70-130| 83 [61-113]
il peerridar™ 1026 (38.5) 51404100 512 (362)
Tratansients hipolipenianle 436(163) 2220177 214 (151
MC 274 246 276+ 40 275 =50

¢HDL: eolestersl unido a lipoproteinas de alta densidad; €L colesteral unido a ipoproteinas de baja demidad; IMC: indice de masa corporal

Lo datos expresan n (X)L madis = desviacion estindar o medizna |interval o intencuartilical.

* La hiperensidn se defind como presidn anerial sistdlica > 140mmHg o predon aferal diastilica > 90mmHg o 1o de ratamiento antihiperensiva
" La disbetes mellitus s delinid ammo gluremia en ayunas > 126mgid] (70 mmal 1) o wso de meadicaciin antidishévica
© La dislipemia s& definid como cLDL > 160mg il (4.1 mmoal/TL cHDL < 40mg/d] (1.0 mmal /1) en varones o < S0mgidl (1.3 mmoll) en mujerss o uwso de talamiento

b porli pemmiante.

de los efectos entre los estudios clolando el pardmetro
estadistico 17,

Cuando los manuscritos definian mds de un estudioo poblacion,
se consideraron para el metandlisis los resultados de los estudios
individuales. Por el contrario, si un estudio estaba incluido en
mas de un manuserito, solamente se tuvo en cuenta los resulados
presentados en el manuscrito que indicaba un tamano muoestral
mds alto, Se utilizaron métodos de graficos de embudo para evaluar
la posible existenda de un sesgo de publicacidn. Se previeron
analisis de metarregresion para explicar las posibles causas de
heterogeneidad, incluida la del tamaio muestral de los estudios,
la proporddn de varones respecto a mujeres, la media de edad v la
media de GIM de la poblacion.

Tabla 3

RESULTADOS

De los 4.782 individuos inidalmente incluidos en las dos
encuestas, se onsiderd que 4014 eran elegibles para el
seguimiento, 3067 (76,4%) acudieron al segundo examen y de
2667 (66.4% ) se dispuso de muestras de ADN (figura). Enla tabla 1
s muestra la frecuencia de los alelos, la frecuencia del genotipo, la
falta de genotipo disponible y el valor de p para el equilibrio de
Hardy-Weinberg. La frecuencia alélica observada concordaba con
lo anteriormente descrito en HapMap para la poblacion caucisica,
¥ las frecuencias genotipicas concordaban con el equilibrio de
Hardy-Weinberg. La falta de genotipo disponible fue < 5% con
odos los SNP considerados en estos analisis,

D eteminaciones de los parametms camtidess estudiados v propencibn de individieos con indice tabillo-brazo patoldgico en o conjunte de la muestra ¥ con

estratificackin por sexn

Total Varomes Mujeres
Fagientes (n) 2547 1.195 1352
GIMace medio (mm) 058 =016 00 =017 56 = 0115
GIMace miximao (mm) 08T =026 08 =236 083 = 021
GIMbul medio (mm) 076 =024 078 = 0.26 073 = 023
GIMbul miximao (mm) 103 + 042 108 =048 099 = 037
GIMaci medio (mm) 059 =017 06 =017 Q57 = 015
GIMas misima (mm) 077 =027 08 =029 076 = 025
Pagenles (n) 2335 1.020 1215
Rigidez caratidea (em” dina™ 1075 589 =026 599 = 135 580 = 236
Fagientes (n) 2634 1240 1394
ITB < Q9. n () 98(3.7) 531(43) 45 (32)

GlMace: grosor intimomedial de la artera cardtida comiin; GlMaci: grosor intimomedial de la artenia cardtida inte ma; GIMbul: grosor intimomedial en el bulbo cantideo;

ITH: indice tobillo-braza

57



ARTICULOS

a4 M. Zohalra el alfRey Esp Cardiol 201568 10):865-877

En la tabla 2 se presentan las principales caracteristcas
sociodemograficas v el perfil de FROVe de los participantes en el
estudio. En la tabla 3 se indican las caraceristicas de las
mediciones de la aterosclerosis subdinica observada en la muestra.
Engeneral, la carga aterosd erotica era mayor en los varones que en
las mujeres,

Teniendo en cuenta el amaio muestral, se dispuso de una
potenda estadistica suficiente [ 80%) para detectar un coeficiente B
- 0,040,0,030, 0,026, 0,024 y 0,024 mm para el GIM de la cardtida
comin, considerando un nivel de significacidn nominal (o = 0,05),
un modelo aditivo genetico ¥ una frecuencia alélica de 0,10, 0,20,
0,30, 040 vy 0,50 respectivamente. En la tabla 4 se detalla la

Tabla 4
Andlisis de los diversos gnipos genotploos con ajuste respecto a la edad y el seso
Media Mixima Rigider ITB patokigico
o GIMace
13 7465637
AA N = 208 0,664 = 0,009 N = 208 1843 = 0016 N =207 5977 = 0,150 N =20 067 [0.28-1,62)
AC N = 1019 0,673 £ 0004 N = 1.019 Q855 £ 0007 N = 182 5903 < 0067 N = 1.9 111 [0.72-1,70
oc N = 1356 0,686 = 0,004 N = 1.256 Q881 = 0006 N = 1.376 G041 = 0061 N = 1.299 1
R = 033 P = Q018 # =023 P = 0.000 R2 = (127 p= 0311 ALC = 0,74 p= 0527
36725887
o N = 45 0671 £ 0020 N = 45 1834 = 034 N =44 G164 = 0318 N =43 128 [0.30:5,52)
[u) N = 6049 1,686 = 0005 N = 6049 LA77 = 0009 N = 620 5944 = QIAS N = 635 079 [0.47-1,32)
™ N = 1.785 0675 < 000 N = 1.786 1862 = 0005 N = 1.805 5967 = Q50 N = 1.775 |
R? = 033 P = 0200 B =023 p= 0248 R2 = (28 p= 0,708 AL = 0,73 p= 0617
rs98 18670
o N= 1843 0,680 = 0,003 N= 1843 Q867 £ 0005 N = 1.864 5977 < 0050 N = 1.899 1
T N = 582 0,574 = 0005 N = 582 1864 = 0,009 N = 591 G005 = 0,088 N = 605 1,06 [0.64-1,74]
™ N =35 0,548 = 0022 N =35 1820 + 058 N =35 5813 = 0362 N =36 245 [0.70:8,55]
R = 033 p =252 B =023 = 0460 R = 027 p = 0.864 AL = 0.73 p= 0414
13 12526453
o N = 1013 075 = 0004 N = 1.013 1864 = 0007 N = 1428 5958 = QOGT N = 10562 |
o N=1.136 0578 = 0,004 N=1.136 X867 £ 0007 N=1.141 5941 = 0063 N = 1.163 85 [0.55-1,33]
GG N=314 0,681 = 0007 Nw=314 Q862 = 0013 N =323 6147 = 0,119 N = 326 155 [0.26-1,20f
R = 033 p = Q730 ® =023 p= 0,926 R =028 p= 0298 ALC = 0,74 p= 0228
rs 1333049
cc N = 654 0,585 = 0005 N = 654 X870 = 0,009 N = 661 G005 = 0,084 N = 674 1
GC N=1230 0,680 = 0,004 N=1230 LAT70 = 0007 N=1253 5982 = 0061 N = 13272 @80 [0.48-1,31)
GG N = 599 0,568 = 0005 N = 594 X857 = 0009 N = 601 5947 = 0088 N =615 169 0.38-1,26]
R = 033 P = Q0G5 B =23 p= 0488 R =027 p = 0830 ALC = 0,74 p= 0473
13 1746048
[a'd N = 1.864 0,676 < 0,003 N = 1.864 Q864 £ 0005 N = 1.883 5963 < 0050 N = 1919 1
TC N = 565 0,687 = 0,006 N = 565 Q8A0 = 0010 N = 576 6042 = 0090 N = 585 130 [0.81-2,09
™ N = 49 0,542 £ 0019 N = 49 0802 £ QB3 N =50 5687 < 0305 N =51 166 [0.09-4,89
B = 033 P = 0044 B =023 p= 0046 B =027 p= 0472 ALC = 074 p= 0507
9882501
o N = 1.876 0676 = 000 N= 1876 L865 = 0005 N = 1.836 G031 = 0049 N o= 1841 i
[u) N =551 1,683 = 0006 N =551 L867 = Q010 N = 560 5812 = QB0 N = 565 132 [0.55-1,56
™ N=32 0,682 £ 0023 N=32 LA59 = 0040 N =34 5487 = 0367 N =33 189 [0.43-8.40
R? = 033 P = Q619 B =023 p= 0970 R2 = (28 p= 0,043 AL = 0,74 p= 072
s 1045 5872
AA Nw=2121 0,679 £ 000 Nw=2.121 Q867 £ 0005 N =2.143 5964 2 0047 N = 2.189 1
GA N =370 0,683 = 0,007 N =370 Q70 = 0012 N = 381 031 = Q111 N = 389 196 [1.21-118]
GG N=13 0,570 = Q37 Nw=13 @911 = 0,064 N=14 5,660 = 0581 Nw=14
R = 033 p =739 B =023 p= 0768 R = 027 p= 0741 AL = 0.75 p= 002
ALK AP haplatipo B
] N=1.433 0679 = 000 N= 1433 LATO = 000G N = 1.452 5990 = Q57 N = 1.434 |
1 N = 902 0579 = 0004 N = 902 L865 = 0008 N = 916 5960 = 0071 N = 894 186 [0.55-1,34]
F3 N= 159 0,669 = 0010 N= 159 0853 = 0018 N = 160 010 20,171 N =157 149 [0.15-1,60f
R? = 033 P = 0629 B =023 P = 0,655 R? = 027 p= 0,930 AL = 0.75 p= 0381

ALC: Grea bajo la curva; GlMace grosor intimomedial de Ly arperd
Be muestra media = ermor estindar delamedis y ke miximas gresar

ariticda comiing ITE: indice vobilloe-br ara
mamed ial dela aneriacand tda comiin y rigider carotides; odds ravio i ntervalo deconfianz del 951 de los

individuos con indice tobillo-br 2e0 patal dgico. Se muestra b variabilidad (R?) o L capacidad de discriminacian (drea bajo la curva) explicada con cada modela
" Mimera de varantes haploti picas de dego (AGAL
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Tabla 5

Coeficientes de regresidn con ajuste poredad y sesoo para la asociacidn entre la
puntisaciin de nesgo genético (por cada 1 desviacion estandar) y diferentes
medidas de la atercsclerosts subclinica

GRS P R3ALC
CIMIbul maximo 006 = 0,009 0488 16
GIMace miximo 0N = 0005 0,792 023
GlIMaci mdxima QS = 0,006 0423 08
GIMIbul medio 006 = 0,005 0,191 19
CIMace madio 0003 = 0,003 0370 [k}
CIMaci medio 00 = 0,004 0,253 009
Rigider media OO0 = 0,045 0,997 027
ITR patel fgico WOE0 =0.111 0,793 74

ALUC: Grea bajola curva; GIMaoe: gresor intimomedial de 1 aneris candtida comiing
GlMaci: grosor intimomedial de la aneria atida inema; GIMbul: grosor
intimomedial en el bulbo carotideo; 1TB: indice tobillo-brae; GRS : puntuaciin de
riesgo gendlio el andarizada

Coeficienes lineales de las medicionss carolideas + ermor estindar, valor de py
variabilicked expliceda par &l |nud=1ui|l:]y mefidente lgistio (ermar estindar; valor
de py drea hajo b curva rédsiver operating charaderistic del modela) para el indice
tobilla-braza patal gica.

asociacion entre los diferentes SNP y las mediciones de la
aterosclerosis subclinica (GIMace medio, GIMace maximo, rigidez
carotidea e [TB patologico). La asociacion con las demds mediciones
de la aterosclerosis subclinica (GIMbul medio, GIMbul maximo,
GIMaci medio ¥ GIMad maximo) se muestran en la tabla 1 del
material suplementario. Tansoloelrs 10455872 ( genotipo GA frente
a AA) tendid a asociarse a mayor probabilidad de ITB patoldgico
{odds rago = 196; intervalo de confianza del 95%, 1,21-3,17;
p=0,022). No se observid ninguna otra asociaciin uniformee ntre un
SNP v alguna medicion de la aterosclerosis, La puntuacion de riesgo
genitico ponderada no estaba asodada con los diferentes indica-
dores de aterosclerosis evaluados en este estudio (tabla 5).

Revision sistematica y metanalisis

El método de evaluacion de la rigidez carotidea o arterial fue
muy heterogineo entre los distintos estudios, v el nomero de
estudios que evaluaron este fenotipo &5 ESCaso; &N CONSECUENCa,
en el metandlisis no se tuvo en cuenta este marcador de la
aterosclerosis. Murabito et al. han publicado recientemente un
metanalisis de estudios del [TB que incluye a mas de 60.000
paridpantes®”. Por consiguiente, se limitd el metandlisis al
GlIMace.

El proceso utilizado para la seleccion de los estudios incluidos
en el metandlisis se resume en la tabla 2 del material
suplementario. Finalmente se incluyeron nueve articulos®3 y
el namero de partic pantes incluidos en el metandlisis fue de entre
G676 (rs17465637 y rs10455872) y 32056 (rs1333049).
Los resultados presentados en los estudios incluidos en el
metandlisis se muestran en la tabla 3 del material supleme ntario
Los resultados del metandlisis indican asociacidn negativa entre el
alelo de riesgo rsG725887 (C) v el GIM carotideo y asociacion
positiva entre el alelo de riesgo rs1746048 (C)y el GIM carotideo
(tabla 6). Habia heteroge neidad entre los estudios que evaluaron la
asociacion entre rs6725887 v el GIM carotideo(p=0,010) (tabla G}
En el andlisis de metarregresion se identifiod que el GIM medio de
la poblacion explicaba esa heterogeneidad: habia asociacidn en las
poblaciones con GIM medio mas alto, pero no se observaba en
cambio en las que tenian un GIM mais bajo (figura del material
suplementario). No se observaron asociaciones entre las demas
variantes geniti cas seleccionadas y el GIMacc (tabla 6] Se dispuso
de una potenda estadistica del 80% para la deteccion de un
wmefidente B sitnado entre > 0,007 mm para rs1333049 y
= 0,027 mm para rs 10455872, Los graficos de embudo no indican
que haya sesgo de publicaciin.

DISCUSION

En este estudio se presenta la ausencia de asociacion entre
nueve variantes genéticas asociadas a la BEC pero no a los FROVE v
tres mediciones de la aterosclerosis subclinica (GIM carotideo,
rigidez carotidea ¢ [TB) en una encuesta de base poblacional. Este
resultado se observa tanto con las varantes analizadas indivi-
dualmente mmo considerando la puntuacion de riesgo genétco
ponderada, Ademas, se ha resumido toda la informacion dis ponible
en diferentes metandlisis ¥ s¢ ha observado que solo el alelo de
riesgo 151746048 (CXCL12) tene asociacidn directa con el GIM
crotideo, mientras que ¢l alelo de riesgo rs6725887 (WDR12)
muestra asociacion inversa con el GIM carotideo {contrariamente a
lo esperado)

Estos resultados amplian lo observado en tres estudios
recientes con objetivos similares. Conde ot al®” utilizaron datos
de tres estudios europeos de base poblacional para evaluar la
asociacidnentre 12 variantes genéticas (siete de ellas incluidas en
el presente estudio, que afadian el SNPLPA y el ALOKSAPHapB) y el
GIM medio de la arteria carotida comin; ninguna de las variantes
individuales se asocid al pardmetro de interis. Hernesniemi et al™
analizaron la asociacion entre una puntuadon de riesgo genético

Tabla &
Resultados del metandlisis de la asoclackdn entre las variantes genéticas de interds y el grosor intimomedial de la arteria cardtida comim
slerencias 'n Individuos, n Coefi dente de 1C95% . asniacidn® Hetemgens dad
regresian lineal
F P

17465637 34,36 4 G676 00 002 2 D 0,209 424 0237
rG725887 34, 36 5 7801 0013 024 2 -NE 04 13.27 W
9818870 34, 36 4 TG N2 00 2 W7 0,602 298 0395
12526453 34,56 5 7821 LiToel LO0E 2 (004 047 788 096
31 7460487 33, 3, 36 : 10581 1T o0 1-us a1 nz Q130
=998 2601 34, 36 5 7817 Liliiel 007 a AR 0479 165 455
313330497 28-32.34.36 10 32056 LN 003 a (02 0,684 16.68 162
10455872 iz 3 6676 Liliic] 006 & L0 0,179 53 0768

10853 intervalo de confianca del 955
A Un original podia induir ms de un estudio.
B Valor de p para el modelo de electos aleatorios

© Algunas estudios analizaron el polimodismo de un ok nucledtido ri501120 en dese quilibrio de ligamiento con el 1746048
2 Algune estudios analizamon &l polimarfismo de wn solo nuclsitido 4977574 en dessquilibrio de ligamiento con el rs1 333049

S



ARTICULOS

H6 M. Zobalra et al fRey Esp Cardiol 201568 10)1858-877

basada en 24 SNP identificados en un estudio de genoma completo
mo asociados a la EC (siete de ellos incluidos en nuestro estudio)
y el GIM carotideo v la elastiddad carotidea en dos pobladones
finlandesas ¥ una estadounidense. Estos autores no observaron
asociacion alguna con el GIM carotideo determinado en dos
momentos diferentes (2001 ¥ 2007 jni con la progresidn del grosor
en ese periodo de 6 aiios. También analizaron la asociacidn de los
diversos SNP con las mediciones de la aterosclerosis subclinica;
aundque dos de los SNP tendian a presentar asociacion con el GIM
arotideo(rs4977574) 0 la elasticidad carotidea (rs4773144), nose
pudo reproducir estos resultados™. Por dltimo, Zhang et al®®
seleccionaron 10 SNP asociados con la EC (solo rs1333049 en
min con el presente estudio) y analizaron su asociacion con
cuatro mediciones de la aterosclerosis subclinica (GIMacc v
GIMad, presencia de placa carotidea e [TB patoldgico) en dnco
encuestas de base poblacional. Estos autores observaron que
578009 (GIKR) se asocia a placa carotidea en la poblacidn
amerindia estadounidense, pero no en los estadounidenses de
origen europen, afroamericano o mexicano. No se registro ninguna
otra asociaddn entre los demds SNP v los demds fenotipos
intermedios de interis™,

Los resultados del metandlisis respaldan la ausencia de
asociacion entre la mayor parte de estas variantes genétcas y la
aterosclerosis subclinica, Estos resultados tienen varias explica-
aones posibles.

En primer lugar, los mecanismos que ex plican la asociaddn entre
estas nueve variantes geniéticas v la EC no estdn relacionados con el
remodelado arterial, la esclerosis o una limitaddn del flujo distal, y
probablemente no se manifiestan en la pared arterial ¥ no se ven
reflejadas en cambios del GIM carotideo, la rigidez o el TR Otros
marcadores de la aterosclerosis subclinica, como la presencia de
placa, podrian ser mas sensibles para detectar esta progresion ;
algunos estudios han puesto de manifesto el importante papel
predictive de la presencia vy el grado de placas aterosclerdticas
determinados mediante tomografia computarizada como posible
sustrato para los eventos coronaries™ . Una expliccidn mds
especifica puede estar relacionada con la estabilidad de la placs;
algunas variantes geniéticas podrian predisponer al desamollo de
placas de aterosclerosis estables, mientras que otras podrian
predisponer a la inestabilidad de la placa, con el consiguiente
aumento del ulterior riesgo de rotura, trombosis e infarto agudo de
miocardio. Un reciente estudio ha demostrado que hay variantes
geniticas especificas y diferentes que fomentan el desarrollo de la
ateroscherosis coronaria (en el gen ADAMTS? L mientras que olr as se
asocian a eventos agudos, como el infarto de miocardio (en el gen
ABOYE, A favor de este argumento, se observa que solo el alelo de
riesgo 151 746048 del gen CXCLI2 se asocia al GIM carotideo en el
sentido esperado. La proteina CXCL12 se ha asociadoa estabiliz adon
de la placa™ y podria facilitar el remodelado arterial que puede
detectarsepor unengrosamiento de la pared de la arteria. Encambio,
el alelo de riesgo rs67 25887 del gen WIOR 12 se asocia a mayor riesgo
de EC pero con menor GIM carotideo, El gen WDR12Z codifica una
proteina que interviene en diversos prooesos celulares omo la
progresidn del ciclo celular y la proliferacidn celular, Este alelo de
riesgo podria inhibir la proliferacion de las células de muasaulo liso,
wmprometer la estabilidad de la placa v aumentar el resgo de
eventos agudos sininducir un engrosamiento de la arteria.

Otra posible explicacion podria estar relacionada con meca-
nismos diferentes y progresion de la aterosclerosis en distintos
territorios arteriales. Bis et al® identificaron tres varantes
genéticas asociadas al GIM carotideo v dos asocadas a la placa
arotidea en un metanalisis de nueve poblaciones partidpantes en
el consorcio CHARGE. La dnica variante asociada a la aterosclerosis
arotidea en ese metandlisis ¥ también a la EC en el consordo
CARDIoGRAM Fue la de rs 1878406 ( EDNREA L Por otro lado, an solo
hay un estudio de genoma completo que haya tenido como

objetivo identificar variantes geniticas asodadas al [TB, que
incluyt 21 estudios de base poblacional™. Solo se identificd una
asociacion de genoma completo significativa con el [TB, en el
cromosoma 9p21 (rs10757269 en LD con rs1333049; R = 0,87
Aungue este [ocus se asocia tambien a la EC, las demas variantes
asociadas a la BC no se asociaban al [TH.

Este estudio tiene alguras posibles limitaciones. En primer lugar,
el tamaio muestral es pequeno ¥ no se puede descartar que la
magnitud de la asociaciin sea demasiado baja para detectarla con
esta potencia estadistica; no obstante, el metandlisis de toda la
informaciin  disponible se disefid para aumentar la potencia
estadistica del estudio. En segundo lugar, solo se pudo incluir en
elestudioa los participantes que acudieron ala visita de segumiento,
¥ o s puede descartar la posibilidad de un sesgo de seleccion que
pudiera afectar a los resultados, pobablemente favorable a la
hipbtesis nula. En tercer lugar, no se incluyeron las variantes
genéticas asociadas a la EC de manera independiente de los FRCVe
que se han identificdo mas recientemente en el onsorcio
CARDIoGRAM-C4D. Entre los puntos fuertes del estudio, esta el
hecho de gue seincluyeran varias mediciones subdinicas obtenidas
con mitodos estandarizados en la poblacgdn de estudio ¥ que se
analizara el efecto individual v conjunto de las variantes geniticas
seleccionadas.

CONCLUSIONES

Los resultados indican que las variantes genéticas analizadas que
se aspdana la EC de manera independiente de los FROVe influyen en
el riesgo de EC por mecanismos indepe ndientes de la aterosd erosis
subclinica medida con el GIM @ rotideo, la rigidez carotidea o el ITB,
con la excepcion de rs1746048 (OX(L12) ¥ rs6725887 (WDR12).
Estos resultados generan hipdtesis res pecto a que la variante CXL12
parece influir en el riesgo de EC a través del remodelado v el
engrosamiento de las arterias, mientras que la varante de resgo
WDRI 2 podria estar relacionada con una mayorvulnerabilidad de la
placa. Seran necesarios estudios funcionales para confirmar alkes
hipitesis,
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Meta-analyses of the association between
cytochrome CYP2C19 loss- and gain-of-function
polymorphisms and cardiovascular outcomes in
patients with coronary artery disease treated

with clopidogrel

Michel Zabalza," Isaac Subirana,”* Joan Sala,"* Carla Lluis-Ganella,® Gavin Lucas,’
Marta Tomés,? Rafel Masia,' Jaume Marrugat,® Ramon Brugada,'**

Roberto Elosua®?

ABSTRACT

Aims To perform a meta-analysis of the association
between CYP2C19 loss- and gain-of-function variants and
cardiovascular outcomes and bleeding in patients with
coronary artery disease treated with clopidogrel, and

to explore the causes of heterogeneity between studies.
Methods A comprehensive literature search was
conducted. A random-effects model was used to
summarise the results. In the presence of between-study
heterogeneity, a meta-regression analysis was
performed to identify study characteristics explaining this
heterogeneity.

Results Patients who carried a loss-of-function allele,
mainly CYP2C19%2, did not present an increased risk of
a cardiovascular event, HR =1.23 (95% Cl 0.97 to 1.55).
Substantial heterogeneity was observed between
studies (I =35.6), which was partially explained by the
study sample size: the pooled HR was higher among
studies with a sample size <500 patients (HR =3.55;
95% CI 1.66 to 7.56) and lower among studies with

a sample size =500 (HR =1.06; 95% Cl 0.89 to 1.26).
CYP2C19*2 was associated with an increased risk of

a stent thrombosis (HR =2.24; 95% CI 1.52 to 3.30).
The gain-of-function allele, mainly CYP2C19*17, was
associated with a lower risk of cardiovascular events
(HR =0.75; 95% Cl 0.66 to 0.87) and a higher risk of
major bleeding (HR =1.26; 95% CI 1.05 to 1.50).
Conclusions Not only CYP2C19 loss-of-function but also
gain-of-function alleles should be considered to define
the pharmacogenetic response to clopidogrel. The results
question the relevance of the CYP2C19 loss-of-function
alleles in the prediction of major cardiovascular events
beyond stent thrombosis in coronary patients treated
with clopidogrel. The gain-of-function variant is
associated with a lower risk of cardiovascular events but
a higher risk of bleeding.

INTRODUCTION

Dual antiplatelet therapy with aspirin and clopi-
dogrel is the standard of care following acute
coronary syndrome and percutaneous coronary
intervention (PCI) to prevent recurrent ischaemic
events and to improve other clinical outcomes.'
However, even with the use of such therapy,
a substantial number of subsequent ischaemic
events still occur in these groups of patients.! A

possible explanation is the documented interindi-
vidual variability in response to clopidogrel,* which
results in increased risk of ischaemic events among
those patients with attenuated response to this
drug®

The mechanisms leading to a poor response to
clopidogrel are not clearly understood, although it
has been suggested that clinical, cellular or genetic
factors may be involved.® The prodrug, clopidogrel,
is converted into an active metabaolite, which selec-
tively and irreversibly binds to the P2Y12 receptor on
the platelet membrane.””? Conversion is achieved by
the hepatic cytochrome P450 (CYT) system in a two-
step oxidative process, and CYP2C19 is involved in
both of these steps. In recent years, several studies
have reported a series of loss-of-function alleles in
CYP2C19, in particular the CYP2C19*2 allele, that
result in reduced activation of clopidogrel,'® !
a lower antiplatelet effect,">"'* and increased risk of
cardiovascular events in patients recei\(in% clopi-
dogrel. Recently, four meta-analyses'®™™® have
reported a significant association between the
CYP2C19*2 allele and adverse major cardiovascular
clinical outcomes and stent thrombosis in patients
with coronary artery disease (CAD) treated with
clopidogrel. However, most of these meta-analyses
report significant heterogeneity between studies,
although the causes of this heterogeneity have not
yet been established. Moreover, none of these meta-
analyses has explored the role of CYP2C19 gain-of-
function variants in major cardiovascular clinical
outcomes and the risk of bleeding.

The aims of this study were to: (i) perform an
updated systematic review and a meta-analysis of
previous studies that analysed the association
between CYP2C19 loss- and gain-of-function
variants and cardiovascular outcomes and major
bleeding in patients with CAD treated with
clopidogrel; (ii) explore the potential causes of
heterogeneity between studies.

MATERIALS AND METHODS

Study selection

A comprehensive search of the PubMed and ISI
Web of Science databases from its inception
through October 2010 was conducted to identify
studies that evaluated the relationship between

Heart 2012;98:100—108. doi:10.1136/hrt.2011.227652
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Figure 2 Risk of major cardiovascular adverse events in coronary patients treated with clopidogrel according to the presence of CYP2C19 loss-of-
function alleles and stratified by the sample size of the studies. ACS, acute coronary syndrome; ACV, acute cerebrovascular disease; CV,
cardiovascular; MI, myocardial infarction; MACE, major adverse cardiovascular events; PCl, percutaneous coronary intervention; Revasc,

revascularisation; ST, stent thrombosis.

(95% CI 0.97 to 1.55)) (figure 2). Sensitivity analysis indicated
that no one study significantly affected the results of the meta-
analysis (pooled HR ranging from 1.11 to 1.31).

We observed substantial heterogeneity between the effect sizes
observed in each study (I?=35.6; p<0.001). When we analyse the
potential causes of this heterogeneity, only study sample size
partially explained the observed heterogeneity. Therefore, we
stratified the meta-analysis by sample size (N <500 or =500),
and observed an increase in the pooled HR of a cardiovascular
event among studies with a sample size <500 patients (HR
=3.55; 95% CI 1.66 to 7.56), and loss of the previously observed
association among studies with a sample size =500 (HR =1.06;
95% CI 0.89 to 1.26). Significant heterogeneity persisted among
the larger studies (1°=15.2; p=0.033) (figure 2), but not among
the smaller studies (1°=2.9; p=0.240) (figure 2).

The funnel plot of effect size versus SE constructed to
investigate possible publication bias was slightly asymmetric,
suggesting the presence of some statistical outliers among the
studies included (online supplementary figure).

Association between CYP2C19 loss-of-function alleles and stent
thrombosis

Seven studies incorporating 8686 individuals were included in
this analysis. Patients who carried a loss-of-function allele,

104

mainly CYP2C19*2, had an increased risk of a stent thrombosis
(HR =2.24; 95% CI 1.52 to 3.30; p<0.001) (figure 3). We
observed no significant heterogeneity between the reported
effect sizes (I>=8.8; p=0.184), and none of the studies had an
individually large effect on the result of the meta-analysis
(sensitivity analysis pooled HR =1.94—2.49).

Association between CYP2C19 gain-of-function alleles and
cardiovascular outcomes

Four studies incorporating 6584 individuals were included in this
analysis. Patients who carried a gain-of-function allele, mainly
CYP2C19*17, had a lower risk of clinical cardiovascular
outcomes (HR =0.75; 95% CI 0.66 to 0.87; p<0.001) (figure 4).
We observed no significant heterogeneity between the reported
effect sizes (I’=1.16; p=0.763), and none of the studies had an
individually large effect on the result of the meta-analysis

(sensitivity analysis pooled HR =0.74—0.78).

Association between CYP2C19 gain-of-function alleles and major
bleeding

Four studies incorporating 7660 patients were included in
the analysis. Patients who carried a gain-of-function allele
had a higher risk of major bleeding (HR =1.26; 95% CI 1.05 to
1.50; p=0.011) (figure 5). No significant heterogeneity between

Heart 2012;98:100—108. doi:10.1136/hrt.2011.227652
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studies was observed (I°=0.8; p=0.849), and none of the studies
had an individually large effect on the result of the meta-analysis
(sensitivity analysis pooled HR ranged from 1.24 to 1.29).

DISCUSSION

In this study, we evaluated previous evidence regarding the
association between CYP2C19 gain- and loss-of-function poly-
morphisms and cardiovascular outcomes and major bleeding in
patients with CAD taking clopidogrel. We observed high
heterogeneity between studies analysing the relationship
between CYP2C19 loss-of-function alleles and major cardiovas-
cular outcomes. This heterogeneity was partially related to
study sample size: smaller studies reported a significant associ-
ation between the loss-of-function alleles and a higher risk of
cardiovascular outcomes, whereas no significant effect was
observed in the pooled analysis of studies with a sample size
>500 patients. However, these loss-of-function alleles were
associated with a higher risk of stent thrombosis. Moreover, the
presence of a CYP2C19 gain-of-function allele was associated
with a lower risk of major cardiovascular recurrences and
a higher risk of major bleeding.

In March 2010, the US Food and Drug Administration (FDA)
added a ‘boxed warning’ to the label of clopidogrel including
a reference to patients who do not effectively metabolise the
drug and therefore may not receive the full benefits on the basis
of their genetic characteristics,”” and more recently the Amer-
ican College of Cardiology Foundation and the American Heart
Association have published a consensus document addressing
this FDA warning.”® This guideline states that the role of genetic

Heart 2012,98:100—108. doi:10.1136/hrt.2011.227652
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Figure 3 Risk of stent thrombosis in coronary patients treated with clopidogrel according to the presence of CYP2C19 loss-of-function alleles. ACS,
acute coronary syndrome; CV, cardiovascular; PCI, percutaneous coronary intervention.

testing and the clinical implications and consequences of this
testing remains to be determined.

In this study and consistent with the previous meta-analyses,
we observed an association between the CYP2C19 loss-of-func-
tion alleles and a higher stent thrombosis risk.'”" In the
previously published meta-analyses, an association between the
CYP2C19 loss-of-function polymorphisms and a higher risk of
major cardiovascular events was reported.’® ¢ In our analyses
we included data from four recently published studies, and
when analysing all the available evidence, we did not observe an
association between these alleles and cardiovascular recurrences.
We conclude that a significant part of the effect size reported in
previous studies is driven by the higher effect size observed in
small sample size studies. Similar findings were observed in the
meta-analysis performed by Hulot er al'” In their study, the
effect size of the association between the loss-of-function alleles
and cardiovascular outcomes was significantly higher in studies
with a sample size <1000 patients (OR =2.16; 95% CI 1.46 to
3.21) than in the studies with a sample size =1000 (OR =1.20;
95% CI 1.03 to 1.40). In our study, we selected a different cut
point a priori to analyse the effect of small studies (n <500) to
obtain a real estimation of the influence of such studies. We also
used the cut point defined by Hulot et al'” and observed similar
results to those reported in that study, although the cut point
did not explain the heterogeneity observed among studies. The
overestimation of the effect size in small genetic association
studies is well known and could be related to different factors
such as spurious association due to biased publication of positive
results in these types of studies.*
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In some studies the association between the loss-of-function
allele and cardiovascular events was higher in those patients
treated with PCI and stenting,® although not in others.?” In our
meta-analyses, most of the patients with an acute coronary
event were also treated with PCI (>70%)%” 2° 3! and stenting
except in the study of Paré er al,* in which only 19% were
treated with PCI. Therefore, we cannot determine whether the
risk of the CYP2C19 loss-of-function allele is similar in non-
stented patients.

To our knowledge, this is the first study that has meta-
analysed the effect of a CYP2C19 gain-of-function allele,
CYP2C19*17, on cardiovascular recurrence and major bleeding.
Although we only included four studies,® ** *? 9 we observed
a clear protective association between this variant and major
cardiovascular outcomes. This variant has also been associated
with a lower risk of stent thrombosis in one study.®' However,
the results of our meta-analysis indicate that this variant is also
associated with a higher risk of major bleeding. Therefore the
balance between potential benefits and harms should be
considered.

Several clinical trials have evaluated the utility of tailoring
antiplatelet therapy according to genoty?e or platelet reactivity
in coronary patients undergoing PCL' The results of the
GRAVITAS Study, a clinical trial designed to test if a high-
clopidogrel dose strategy for 6 months is superior to the classical
dose for the prevention of cardiovascular outcomes after PCI in
patients with high residual platelet activity, has shown that the
high dose strategy did not reduce the risk of further ischaemic
events.*! In other studies, alternative therapeutic strategies such
as triple antiplatelet therapies (adding cilotazol) or other drugs
also targeting the P2Y12 receptor such as prasugrel are being
tested. However, although the concept of platelet reactivity
monitoring of response to thienopyridenes is emerging,
a consensus has not yet been reached regarding the threshold of
platelet reactivity that should be achieved and the method of
assessing platelet reactivity that should be used.*

Our study has several limitations, which are also inherent to
many meta-analyses. The retrospective nature of our meta-
analysis, incorporating data from published studies and not on
individual patients, limits the availability of information on
some issues, such as different clinical end points, comorbidities
or concomitant therapies. We observed substantial heterogeneity
between the results reported by different studies, which was
partly accounted for by sample size. We attempted to determine
if this heterogeneity might also be explained by other variables
such as the type of patient (with or without acute coronary
syndrome, with or without PCI, etc) included in the different
studies, but are unable to provide a reliable answer to this
question because we did not have access to individual level data
for these variables. Studies including a more homogeneous type
of patients are warranted. Finally, in this analysis we were able
to consider a dominant genetic model, but could not explore an
additive model. However, in the meta-analyses described by
Mega et al,'® it was reported that the effect size for major
cardiovascular events of the presence of one loss-of-function
allele (HR =1.55; 95% CI 1.11 to 1.27) was similar to that
observed when two alleles were present (HR =1.76; 95% CI 1.25
to 2.50).

The results of this meta-analysis indicate that not only
CYP2C19 loss-of-function but also gain-of-function alleles
should be considered to define the pharmacogenetic response to
clopidogrel. The main clinical outcome related to these genetic
variants is stent thrombosis. Our results question the relevance
of the CYP2C19 loss-of-function alleles on the prediction of
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major cardiovascular events and bleeding in coronary patients
treated with clopidogrel.
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51 VARIANTES GENETICAS Y SU RELACION CON LA
CARDIOPATIA ISQUEMICA, LA ATEROSCLEROSIS Y SU
PROGRESION

La arteriosclerosis es un proceso cronico, que se inicia en edades tempranas, va progresando
a lo largo de la vida del individuo, y en ocasiones origina manifestaciones clinicas como la CI. Las
manifestaciones clinicas estan relacionadas con que el aporte de oxigeno no cubre las demandas de

un organo o tejido, y se produce una isquemia tisular.

Basicamente, las lesiones o placas arterioscleréticas se han clasificado en estables o
vulnerables. Las placas estables se caracterizan por una cubierta fibrosa densa, un ndcleo lipidico
pequefio y una inflamacion de bajo grado. Este tipo de placa tiene poca predisposicion a la rotura y,
por lo tanto, a desencadenar acontecimientos agudos. Cuando producen una estenosis de la luz
arterial significativa pueden ocasionar como manifestacion clinica la angina de esfuerzo, la
claudicacion intermitente o la isquemia mesentérica. Por el contrario, las placas inestables o
vulnerables tienen una cubierta fibrosa fina, un rico contenido lipidico y unos niveles de actividad
inflamatoria local elevados. Esta inflamacion local contribuye a producir la degradacién de la capa
fibrosa, que facilita la rotura de la placa y la trombosis aguda, que puede conducir, a su vez, a una
oclusion arterial aguda, que provoque isquemia y necrosis tisular, y en el caso de las arterias

coronarias el infarto agudo de miocardio.

En este contexto es importante introducir el concepto de la paradoja del sur de Europa y una
de sus posibles explicaciones. Esta paradoja viene definida por la coexistencia de una alta
prevalencia de factores de riesgo cardiovascular, similar a la existente en paises del norte de Europa
o Estados Unidos, junto con una baja incidencia de infarto agudo de miocardio, 2-3 veces inferior

en el sur de Europa comparado con el norte o Estados Unidos**

. A esta definicion podriamos
afiadir que la prevalencia de angina en el sur de Europa es similar a la del norte de Europa o Estados
Unidos™*®. Una de las posibles explicaciones que se ha hipotetizado para explicar esta paradoja es
que en el sur de Europa existe tanta arteriosclerosis como en el norte de Europa, pero ésta se
manifiesta en forma de placas estables, lo que explica la similar prevalencia de angina y la menor

incidencia de acontecimientos coronarios agudos™”.
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Esta diferencia en la progresion de la aterosclerosis y el tipo de placa podria deberse en parte

a factores ambientales y/o genéticos. Entre los factores ambientales estarian la dieta y la actividad
fisica. Los factores genéticos también podrian explicar estas diferencias: la predisposicion
individual a generar un tipo u otro de placa o la variabilidad en la respuesta a los farmacos
destinados a estabilizar las placas ateromatosas, como las estatinas*'® podria estar relacionada con la

variabilidad genética existente en Europa**.

Una de las estrategias en la prevencion y el tratamiento de la ClI puede ir dirigida a
estabilizar las placas vulnerables, y asi reducir el riesgo de rotura de la placa y de presentar

acontecimientos coronarios agudos.

5.1.1 FACTORES AMBIENTALES

Los héabitos alimentarios, estilos de vida y factores socioculturales pueden tener un papel
relevante en la diferente progresion de la aterosclerosis. En este sentido, se han estudiado
ampliamente los efectos beneficiosos de diferentes dietas, y entre ellas la mediterranea. Aunque
varia de una region a otra, en general, esta dieta se caracteriza por un consumo elevado de aceite de
oliva y bajo de grasas saturadas. El aceite de oliva es rico en &cido oleico (un 55-80% de la grasa
total), acidos grasos monoinsaturados y acido linoleico (un 5-20% de la grasa total), &cidos grasos
omega-6 poliinsaturados y varios antioxidantes como los polifenoles, que podrian explicar los
beneficios cardiovasculares asociados a su consumo. Estudios observacionales indican que la falta
de adherencia a una dieta mediterranea puede conducir a tasas elevadas de mortalidad

cardiovascular incluso en paises situados en la propia cuenca del Mediterraneo.

Por otra parte, el ensayo clinico controlado PREDIMED ha demostrado que una dieta
mediterranea suplementada con aceite de oliva virgen o frutos secos tiene un efecto positivo en los
factores de riesgo cardiovascular en una poblacion de riesgo cardiovascular elevado. En
comparacion con el grupo de control al que Unicamente se recomendd un consumo moderado de
grasa animal, los sujetos asignados a los dos grupos de intervencion y que siguieron una dieta
mediterranea suplementada con aceite de oliva o frutos secos, presentaron una disminucién de la

presion arterial'®, la resistencia a la insulina y los biomarcadores inflamatorios'®, mejora de su
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perfil lipidico y aumento de la capacidad antioxidante total del plasma. Ademas de los

beneficios relacionados con los factores de riesgo cardiovascular, se observd una regresion de la



DISCUSION

lesion aterosclerdtica medida a través del GIMc medido en la pared distal de las arterias cardtidas
comunes al cabo de un afio*?. Pero, lo més importante es que esta dieta también ha demostrado ser
eficaz para reducir la incidencia de acontecimientos cardiovasculares agudos'®*. En esta misma
linea, el Lyon Heart Diet Study puso de manifiesto una disminucién de la tasa de recurrencias
coronarias tras un primer IM en los sujetos que seguian una dieta mediterranea en comparacion con

los controles?®.

5.1.2 FACTORES GENETICOS

Algunas variantes genéticas podrian predisponer al desarrollo de placas de ateroscleroticas
estables, mientras que otras podrian predisponer a la inestabilidad de la placa, con el consiguiente
aumento del riesgo posterior de rotura, trombosis e infarto agudo de miocardio.

Un reciente estudio ha demostrado que hay variantes genéticas asociadas con el desarrollo de la
aterosclerosis coronaria estable (en el gen ADAMTS7), mientras que otras se asocian a eventos

agudos, como el infarto de miocardio (en el gen ABO)'.

5.1.3 APROXIMACION UTILIZADA EN ESTA TESIS DOCTORAL

En esta tesis doctoral hemos seleccionado algunas de las variantes genéticas asociadas con la
presencia de CI (en la mayor parte de los estudios con infarto agudo de miocardio) pero que no se
asocian con los factores de riesgo cardiovascular clasicos. Por lo tanto, en la mayoria de los casos el
mecanimo que explica la asociacion con CI no es conocido. Posteriormente, hemos analizado la
asociacion entre estas variantes genéticas y diferentes marcadores de aterosclerosis subclinica:

GIMc, ITB y rigidez arterial carotidea.

La hipotesis de este objetivo fue que pueden existir variantes genéticas asociadas con ClI
pero que no se asocien con arteriosclerosis subclinica, o se asocien en la direccion esperada, 0
incluso en una direccion opuesta a la esperada con los marcadores de aterosclerosis analizados. Este
diferente patron de posibles asociaciones podria identificar genes asociados con diferentes
mecanismos de progresion de la aterosclerosis: a placas mas gruesas, mas estendticas y que
probablemente puedan ser estables; o placas mas finas, no estendticas, pero que pueden ser
inestables y desencadenar un acontecimiento cardiovascular agudo. Este conocimiento puede ser
atil para identificar mecanismos relacionados con la estabilidad /vulnerabilidad de la placa, y asi

identificar dianas terapéuticas destinadas a la estabilizacion de la placa.
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5.1.4 RESULTADOS

En el estudio realizado en la poblacion del estudio REGICOR (n=2667) observamos gque no

hay asociacién entre las nueve variantes genéticas seleccionadas asociadas a la Cl, pero no a los
FRCV clésicos, y las tres mediciones de la aterosclerosis subclinica utilizadas (GIMc, rigidez
carotidea e ITB).

Nuestros resultados amplian lo observado en 3 estudios recientes que se han llevado a cabo
con unos objetivos similares. Conde et al utilizaron datos de 3 estudios europeos de base
comunitaria para evaluar la asociacién entre 12 variantes genéticas (7 de ellas incluidas en nuestro
estudio) y el GIMc de la arteria carétida comdn; ninguna de las variantes individuales se asocio al
parametro de interés'?’. Hernesniemi et al analizaron la asociacién entre una puntuacion de riesgo
genético, basada en 24 SNP identificados en un GWAS como asociados a la CI (7 de ellos incluidos
en nuestro estudio) y el GIMc y la elasticidad carotidea en 2 poblaciones finlandesas y en una
poblacion estadounidense. Estos autores no observaron asociacion alguna con el GIMc determinado
en 2 momentos diferentes (2001 y 2007) , ni con la progresion del grosor en este periodo de 6
afios™®. También analizaron la asociacion de los diversos SNP con las mediciones de la
aterosclerosis subclinica. Y aunque dos de los SNP tendian a presentar una asociacion con el GIMc
(rs4977574) o la elasticidad carotidea (rs4773144), estos resultados no pudieron ser replicados'?,
Por ultimo, Zhang et al seleccionaron 10 SNP asociados con la CI (tan solo el rs1333049 en comdn
con nuestro estudio) y analizaron su asociacion con 4 mediciones de la aterosclerosis subclinica
(GIM de arteria cardtida comun y arteria carétida interna, presencia de placa carotidea e ITB
patoldgico) en varias poblaciones. Los autores observaron que el rs780094 (GCKR) se asociaba a la
placa carotidea en la poblacién india estadounidense, pero no en los estadounidenses de origen
europeo, afroamericano o mexicano. No se observd ninguna otra asociacion entre el resto de los

SNP y los demés fenotipos de aterosclerosis de interés*?.

Posteriormente hemos realizado una revision sistematica y un metaanalisis de la evidencia
disponible sobre estas variantes y su asociacion con aterosclerosis subclinica, y observamos que tan
solo el alelo de riesgo de la variante rs1746048 del gen CXCL12 se asociaba al GIMc en el sentido
esperado. La proteina CXCL12 se ha asociado a la estabilizacién de la placa'® y ello podria facilitar
el remodelado arterial que puede detectarse por un engrosamiento de la pared de la arteria.

En cambio, el alelo de riesgo de la variante rs6725887 del gen WDR12 se asocia con mayor

riesgo de ClI pero paradoéjicamente con un GIMc inferior. EI gen WDR12 codifica una proteina que
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interviene en diversos procesos celulares, incluida la progresion del ciclo celular y la proliferacion
celular. Este alelo de riesgo podria inhibir la proliferacion de las células de mdusculo liso,
comprometer la estabilidad de la placa y aumentar el riesgo de eventos agudos sin inducir un
engrosamiento de la placa.

5.1.5 LIMITACIONES

5.1.5.1 Marcadores de aterosclerosis subclinica utilizados

Aunque en esta tesis doctoral hemos utilizado tres diferentes mediciones de la
arteriosclerosis, este es un proceso complejo, y es posible que no hayamos podido capturar toda esta
complejidad. EI GIMc nos informa parcialmente sobre el remodelado arterial, la rigidez carotidea
nos proporciona datos sobre el impacto funcional de la arteriosclerosis en la elasticidad vascular, y
el ITB nos informa sobre la existencia de limitacién del flujo distal en las extremidades inferiores.

Pueden existir cambios morfoldgicos (cuantitativos y cualititavos) y funcionales que no se
vean reflejados a través de las mediciones realizadas. Otros marcadores de la aterosclerosis
subclinica, como la presencia de placa y su composicion, podrian ser méas sensibles para detectar
esta progresion. Algunos estudios han puesto de manifiesto el importante papel predictivo que
desempefia la presencia y las caracteristicas de las placas ateroscleroticas coronarias, determinados
mediante tomografia computarizada como posible sustrato para los eventos coronarios™!. En los
altimos afios, también se estdn desarrollando nuevas técnicas para evaluar las caracteristicas
cualitativas de la placa, relacionadas con su vulnerabilidad, en imagenes obtenidas mediante

sonografia carotidea’.

5.1.5.2 Progresion de la arteriosclerosis 6rgano-especifica
Otra posible explicacion podria estar relacionada con la desigual progresion de la

I*** identificaron 3 variantes

aterosclerosis en los diferentes territorios vasculares arteriales. Bis et a
genéticas asociadas al GIMc y 2 asociadas a la placa carotidea en un metanalisis de 9 poblaciones
participantes en el consorcio CHARGE. Sin embargo, s6lo una de ellas (rs1878406; EDNRA) se
asocio con la enfermedad coronaria en el consorcio CARDIOGRAM.

Asimismo, sélo se ha publicado un GWAS que haya tenido como objetivo identificar
variantes genéticas asociadas al ITB, y que ha incluido de 21 estudios de base poblacional y mas de

41 692 individuos®. En este estudio tan solo se ha identificado una variante en el cromosoma 9p21
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(rs10757269, en LD con el rs1333049, R? = 0,87) asociada con el ITB. Aunque este locus también
se asocia a la Cl, el resto de variantes asociadas a la Cl no se asociaron al ITB.

Estos resultados podrian indicar que las variantes analizadas también podrian tener una
asociacion diferencial con diferentes territorios vasculares, y en concreto entre las arterias

coronarias y el resto del arbol arterial.

5.1.5.3 Seleccidn de las variantes analizadas en esta tesis

La seleccion y genotipacion de las variantes a incluir en esta tesis doctoral se realizé en el
afio 2010, antes de la publicacion de los Gltimos meta-anélisis de los estudios de GWAS'®. Estos
estudios han identificado nuevas variantes genéticas asociadas con Cl, muchas de ellas de forma

independiente de los FRCV clasicos, que no han sido incluidas en este anélisis.

Otra de las limitaciones es que las variantes seleccionadas provienen de estudios de
asociacion de genoma completo. Estos estudios han permitido avanzar en el conocimiento de las
bases genéticas de las enfermedades complejas pero tienen algunas limitaciones:

- Permiten identificar loci (definidos como bloques de desequilibrio de ligamiento) asociados
con la enfermedad en estudio, pero no la variante genética causal y en ocasiones tampoco el
gen responsable.

- En los chips o arrays que se utilizan en estos estudios se incluyen entre 500.000 y 1.000.000
de variantes genéticas que capturan gran parte de la variabilidad genética comin, pero no toda
y tampoco se obtiene informacion sobre variantes genéticas raras.

- En la mayoria de estudios se incluyen también imputaciones de otras variantes genéticas hasta
llegar a estimar 2.500.000 (si se utilizan datos del estudio HapMap) o incluso mas de
10.000.000 de variantes genéticas comunes (si se utilizado datos del estudio de los 1.000
genomas). Estas imputaciones incluyen un margen de incertidumbre y error que en ocasiones
no se considera en los analisis.

- Ademas, muchos de estos estudios son colaborativos a nivel internacional y en muchas
ocasiones el fenotipo clinico no es homogéneo, ni tampoco el array utilizado para el

genotipado.
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5.1.6 IMPLICACIONES

Los resultados de nuestro metanalisis, y evidencias de otros estudios, sugieren que los genes
CXCL12 y WDR12 podrian ser buenas dianas terapedticas para desarrollar farmacos disefiados a

estabilizar las placas de arteriosclerosis.

Observamos que en la asociacion entre la variante genética de WDR12 y GIMc se observo
heterogeneidad entre estudios. De modo que esta asociacion solo se observé en poblaciones con
mayor grosor de la intima media carotidea. Esta observacién podria indicar que la proteina del gen
WDR12 actuaria en fases en las que ya existe una cierta progresion de la aterosclerosis.

Es necesario realizar estudios funcionales que confirmen esta hipétesis generada en esta tesis
doctoral sobre los productos de estos genes y su relacion con la vulnerabilidad de la placa de
aterosclerosis. Por otra parte, también se podria analizar en las bases de datos disponibles de estudio
de GWAS si estas variantes genéticas se asocian de forma diferencial con formas estables (angina,
revascularizacion, presencia de lesiones coronarias estenoticas) o inestables (SCA) de la

enfermedad coronaria.
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5.2 VARIANTES GENETICAS Y SU RELACION CON EL PRO-
NOSTICO DE LA CARDIOPATIA ISQUEMICA: VARIABILIDAD
INTERINDIVIDUAL EN LA RESPUESTA AL TRATAMIENTO
CON CLOPIDOGREL

El clopidogrel es un profarmaco que se convierte en un metabolito activo, que se une
134 135 136. La

selectivamente e irreversiblemente al receptor P2Y12 en la membrana plaquetaria
biotransformacion del clopidogrel a su derivado activo requiere dos pasos oxidativos en los que
intervienen isoenzimas del citocromo P450 (CYP) hepatico, como CYP2C19, CYP3A4/5, CYP1A2,
CYP2B6 y CYP2C9™". El clopidogrel es muy utilizado en la practica clinica habitual, y la doble
terapia junto a la aspirina supone el tratamiento antiagregante doble estandar tras un SCA o una
angioplastia coronaria percutanea, para prevenir eventos isquémicos recurrentes y otros eventos
cardiovasculares™® **° %% Sin embargo, atin con el uso de esta doble terapia antiplaquetaria se
presentan un namero considerable de eventos isquémicos en el seguimiento de estos pacientes. Una
de las posibles explicaciones es la variabilidad interindividual en la respuesta al clopidogrel ***, que
resulta en un incremento del riesgo de eventos isquémicos en los pacientes con una respuesta
disminuida al farmaco'*?. Los mecanismos que producen esta pobre respuesta no estan claramente

definidos aunque parecen implicados factores celulares, clinicos o genéticos™®.

5.2.1 FACTORES CELULARES

Los efectos antiagregantes plaquetarios inducidos por el clopidogrel pueden verse afectados
por varios factores celulares. Por ejemplo, se ha indicado que un recambio plaquetario acelerado
reduce la capacidad de respuesta al clopidogrel***. El recambio plaquetario esté representado por la
presencia de plaquetas reticuladas o inmaduras, que podrian tener una mayor reactividad y, por lo
tanto, empeorar la respuesta al clopidogrel. La asociacion entre un mayor porcentaje de plaguetas
reticuladas circulantes y una menor respuesta al clopidogrel se ha observado en pacientes con CI**.

La generacion del metabolito activo podria verse afectada por factores celulares como el
diferente grado de actividad metabélica basal del sistema del CYP**. Ademés, se ha propuesto
también que la regulacion al alza tanto de las vias de sefializacion plaquetarias purinérgicas (P2Y12

y P2Y1) como de las independientes de P2Y puede estar involucrada en la variabilidad de la
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respuesta al clopidogrel, sobre todo en los pacientes con diabetes mellitus, que pueden presentar

uno o varios de estos trastornos celulares'*’ 148 149,

5.2.2 FACTORES CLINICOS

Existen mdaltiples factores clinicos asociados a una respuesta insuficiente al clopidogrel.

Entre ellos, el cumplimiento terapéutico es el més importante™®

, ademas de la posologia
actualmente establecida tanto de carga como de mantenimiento. Algunas caracteristicas clinicas
afectan también a la reactividad plaquetaria basal y a la respuesta al clopidogrel. Concretamente la
edad avanzada, la insuficiencia renal, presencia de un SCA™! **2 diabetes mellitus'’ ** 531> ¢ |a

d155 156

obesida se han asociado a un efecto inferior del clopidogrel, y ello puede contribuir también

a las tasas mas elevadas de episodios aterotrombdticos que presentan estos subgrupos de pacientes.

Por otro lado, el sistema del CYP activa y metaboliza innumerables farmacos y sustancias
que podrian interferir, en la formacion hepéatica del metabolito activo del clopidogrel. Se ha
sefialado que algunos farmacos de uso frecuente en la terapéutica cardiovascular deterioran los
efectos antiagregantes plaquetarios inducidos por el clopidogrel; entre estos farmacos se encuentran
las estatinas lipofilas, los antagonistas del calcio y los inhibidores de la bomba de protones (IBP).
Inicialmente, en estudios mecanisticos se observé una relacion entre el uso de estatinas lipéfilas (p.
ej., simvastatina, lovastatina y atorvastatina), que son metabolizadas por isoenzimas del CYP
(principalmente la CYP3A4), y una disminucion de los efectos inhibidores producidos por el

157 158

clopidogrel Sin embargo, esos resultados no fueron confirmados en otros estudios

funcionales y, lo que es mas importante, analisis post-hoc de ensayos clinicos o registros de gran

tamafio no mostraron asociacion alguna con una evolucion clinica adversa®>® 160161 162

Con los antagonistas del calcio, principalmente las dihidropiridinas (metabolizadas por el
CYP3A4), se ha descrito también una reduccion de los efectos inhibidores del clopidogrel en la
agregabilidad plaquetar, asi como un empeoramiento de la evolucion clinica de los pacientes con Cl

al combinar ambos farmacos %1%

Recientemente se ha descrito una interaccion farmacoldgica entre los IBP y el clopidogrel,
que ha motivado una gran preocupacion a causa de la frecuencia con que se combinan ambos tipos

de farmacos. Los diferentes IBP comercializados son metabolizados por isoformas del CYP
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(principalmente CYP2C19 y CYP3A4), pero con diferentes especificidades'®. Los resultados mas

consistentes obtenidos hasta la fecha en los estudios funcionales han sido con omeprazol, que es
metabolizado principalmente por la isoenzima CYP2C19 ' ' En un estudio a doble ciego,
aleatorizado y controlado con placebo, el omeprazol redujo significativamente los efectos
antiagregantes plaquetarios del clopidogrel en los pacientes tratados con doble terapia antiagregante
plaquetaria a los que se implantd un stent coronario™®. Otros IBP se han evaluado también en
estudios funcionales, sin que se haya demostrado efecto alguno del pantoprazol o del esomeprazol
en la capacidad de respuesta al clopidogrel™®, mientras que con lansoprazol se ha descrito una
reduccién de los efectos antiagregantes plaquetarios tras el empleo de una dosis de carga de
clopidogrel de 300 mg'®. Los analisis de datos de estudios clinicos a gran escala, principalmente
registros y analisis post-hoc de ensayos clinicos aleatorizados, han aportado resultados
contradictorios al evaluar el efecto del tratamiento concomitante con IBP y clopidogrel en el
prondstico de los pacientes con Cl. Estos resultados concuerdan con los del ensayo COGENT-1
(Clopidogrel and the Optimization of Gastrointestinal Events), el Unico ensayo prospectivo,
aleatorizado, a doble ciego y controlado con placebo realizado hasta la fecha para comparar un IBP
(omeprazol) con placebo en pacientes tratados con clopidogrel. En este estudio participaron 3.627
pacientes en los que se preveia la necesidad de un tratamiento concomitante con clopidogrel y acido
acetilsalicilico durante un minimo de 12 meses. No se observaron diferencias en cuanto al riesgo de
episodios cardiovasculares o infartos de miocardio (HR = 1,02; intervalo de confianza [IC] del
95%, 0,70-1,51) tras una mediana de seguimiento de 133 dias, mientras que si hubo un efecto
beneficioso en cuanto a reduccidn de los efectos gastrointestinales, que era la variable de valoracion

principal del estudio, en los pacientes tratados con IBP (HR = 0,55; p < 0,007).

El tabaquismo es un importante factor de riesgo de procesos cardiovasculares

aterotrombdticos, y se considera que dejar de fumar es una recomendacion de clase | para la

prevencion secundaria de episodios isquémicos en pacientes con C|*0 171 172 173 174 175 "F| consumo

2176

de cigarrillos es también un potente inductor de la isoforma CYP1A y, por lo tanto, puede

aumentar la biotransformacion del clopidogrel. Algunos estudios recientes han indicado que el

consumo elevado de tabaco potencia los efectos inhibidores inducidos por el clopidogrel en las

177 178

plaguetas , ¥ los resultados clinicos en los pacientes fumadores tratados con clopidogrel son

mejores que en no fumadores'™ ¥, Sin embargo, un estudio mecanistico observé una asociacién

entre consumo de cigarrillos y una menor produccién de uno de los metabolitos del clopidogrel™®".
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Asi pues, el papel del tabaquismo en relacion con los efectos del clopidogrel debera ser

investigado con mayor detalle en nuevos estudios.

5.2.3 FACTORES GENETICOS

Los estudios de farmacogenética han evaluado las variantes genéticas en diferentes genes
involucrados en los efectos farmacocinéticos y farmacodinamicos del clopidogrel*®. Entre ellos, se
incluyen genes que codifican proteinas y enzimas que participan en la absorcion y el metabolismo

hepatico del clopidogrel, asi como genes que codifican receptores de la membrana plaquetaria.

El gen ABCBL1 codifica la glucoproteina P intestinal denominada MDR1 (transportador de
resistencia a multiples farmacos o multidrug resistance transporter), que interviene en la absorcion
del clopidogrel. Los pacientes portadores de dos variantes alélicas del ABCB1 pueden presentar una
reduccién de la generacion del metabolito activo tras la administracion de una dosis de carga de
clopidogrel*®. Simon et al** observaron que la presencia de estas variantes alélicas se asociaba a
una tasa mas alta de episodios cardiovasculares (muerte por cualquier causa, ictus no fatal e infarto
de miocardio) tras 1 afio de seguimiento, en pacientes con infarto agudo de miocardio tratados con
clopidogrel. Sin embargo, en un estudio realizado en una poblacién genéticamente mas homogeénea
(Amish) y de individuos sanos, no se observo que ese mismo polimorfismo de ABCB1 se asociara
con los valores agregacion plaquetaria estimulada por ADP después de 1 semana de tratamiento con

clopidogrel™®.

La biotransformacion del clopidogrel a su derivado activo requiere la intervencion de
isoenzimas del citocromo P450 (CYP) hepatico. Algunos estudios indican que los polimorfismos
del CYP pueden ser causa, al menos en parte, de la heterogeneidad de la respuesta al clopidogrel.

Recientemente, se ha analizado la contribucién in vitro de cada CYP, y se ha demostrado™’
que el metabolismo del clopidogrel depende principalmente del CYP2C19. Asi, los alelos de
pérdida de funcion del CYP2C19, como el alelo *2, se asocian a un deterioro de la conversion del
clopidogrel en su metabolito activo, una mayor reactividad plaquetaria durante el tratamiento con
clopidogrel y una mala evolucion clinica, en especial por el aumento del riesgo de trombosis del
stent™®* ¥ 187 En cambio, el alelo CYP2C19*17 implica una ganancia de funcién del CYP que se

asocia a una potenciacion de la respuesta plaquetaria al clopidogrel™®. Los portadores de este alelo
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*17 podrian obtener mayor beneficio clinico que los no portadores en respuesta al tratamiento con

clopidogrel'®. Sin embargo, no esté clara todavia la trascendencia clinica de los alelos CYP2C19*2
y *17, los andlisis de diferentes series de pacientes han mostrado resultados contradictorios en
cuanto a la relacion entre la presencia de estos alelos de péerdida o ganancia de funcion y la eficacia

del clopidogrel 184 186 187 188 189

En los estudios de farmacogenética se han evaluado también polimorfismos de genes que
codifican receptores de la membrana plaquetaria, entre ellos: P2YR12 (receptor P2Y1, de ADP),
ITGB3 (receptor GPIIb/Illa de fibrindgeno plaquetario), ITGA2 (receptor GPla de colageno
plaquetario) y PAR-1 (receptor activado por proteasa 1, un receptor de trombina). Se ha sefialado
que algunas variantes de estos genes influyen en la variabilidad de respuesta al clopidogrel, aunque

los resultados obtenidos hasta la fecha han sido poco consistentes % 19% 192 193 194195

5.2.4 APROXIMACION UTILIZADA EN ESTA TESIS DOCTORAL

Los resultados de la asociacion de variantes genéticas en el CYP2C19 han tenido un impacto
en la practica clinica ya que en marzo de 2010, la Food and Drug Administration (FDA)
estadounidense introdujo una advertencia en la etiqueta del clopidogrel en la que indicaba que las
caracteristicas genéticas del paciente podian determinar la eficacia del clopidogrel, y que su
determinacion podia utilizarse para valorar tratamientos alternativos en los portadores de alelos de
pérdida de funcion del CYP2C19. Sin embargo, la American College of Cardiology Foundation y la
American Heart Association emitieron una alerta clinica sobre la manera de abordar esta
advertencia de la FDA™®. Dicha alerta proporciona a los clinicos una guia matizada sobre como
abordar esta advertencia de la etiqueta del clopidogrel y se muestra reticente ante la determinacion
sistematica del genotipo como ayuda para el juicio clinico, principalmente porque el tratamiento
antiagregante plaquetario guiado por el genotipo no se ha estudiado en un ensayo clinico
aleatorizado a gran escala. Por nuestra parte, afiadiriamos que la evidencia disponible no era
consistente.

En el momento de disefiar nuestro estudio ya existian cuatro metaanalisis %" *% 1% 20 gue
concluian que existia una asociacion significativa entre el alelo CYP2C19*2 y el mayor riesgo de
presentar eventos cardiovasculares adversos mayores y trombosis del stent en pacientes con

enfermedad coronaria tratados con clopidogrel.
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El que inclufa mayor nimero de pacientes®’

(nueve estudios, con un total de 9.685
pacientes) puso de manifiesto que los pacientes portadores de 1 o 2 alelos de pérdida de funcion,
principalmente el polimorfismo CYP2C19*2, tenian un riesgo de eventos cardiovasculares superior
al de los no portadores, con razén de riesgos (HR)=1,55 (p=0,01) y HR=1,76 (p=0,002),
respectivamente. Por otra parte, los portadores de 1 o 2 alelos de pérdida de funcion de esta variante
también presentaron un mayor riesgo de trombosis del stent con HR=2,67 (p<0,0001) y HR=3,97

(p=0,01), respectivamente™®’.

Sin embargo, los analisis genéticos post-hoc de los ensayos clinicos PLATO, CURE y
ACTIVE-A?® no se incluyeron en este metaanalisis. Con una poblacién en la que solamente un
64% de los pacientes fueron tratados con ICP, en el estudio PLATO sdlo se observd un efecto del
alelo de pérdida de funcion del CYP2C19 en los acontecimientos cardiovasculares a los 30 dias
(HR=1,37; p=0,028). En los estudios ACTIVE-A y CURE no se observaron asociaciones
significativas. Ademas, existia mucha heterogeneidad entre los resultados de los diferentes estudios

incluidos y las causas de esta heterogeniedad no se habian analizado.

En nuestro estudio, nos propusimos incluir los resultados de los nuevos estudios para
determinar la relevancia de dichas variantes genéticas y su utilidad en la practica clinica diaria. Por
otra parte, también nos planteamos analizar las causas de la heterogeneidad de resultados entre
estudios mediante analisis de metaregresion. Para ello realizamos una revision sistematica de la

evidencia disponible y un metandlisis.

5.2.5 RESULTADOS

En nuestro metaanalisis, hemos observado que en pacientes con CI tratados con clopidogrel
la presencia del alelo con pérdida de funciéon del CYP2C19*2 no se asocia con mayor riesgo de
acontecimientos cardiovasculares (11 estudios con 16.360 pacientes), pero si con mayor riesgo de
trombosis del stent (7 estudios con 8686 pacientes).

Por otra parte, hemos confirmado la existencia de heterogeneidad de resultados entre los
estudios que han analizado la relacion entre el CYPC219C*2 y el riesgo de presentar
acontecimientos cardiovasculares en los pacientes tratados con clopidogrel. Esta heterogeneidad
esta relacionada fundamentalmente con el tamafio de muestra: los estudios mas pequefios muestran

una asociacion significativa entre los alelos de pérdida de funcion del CYP2C19 y los
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acontecimientos cardiovasculares, mientras que esta asociacion no es significativa en los estudios

con mas de 500 pacientes. Por lo tanto, la magnitud de la asociacion publicada en metaanalisis
previos puede ser debida al mayor impacto del efecto observado en los estudios iniciales que
incluyeron muestras mas pequefias. Esta conclusién es similar a la del metaanalisis de Hulot*®®, en
su estudio la magnitud del efecto entre los alelos de pérdida de funcién del CYP2C19 y los
acontecimientos cardiovasculares fue significativamente mayor en estudios con menos de 1000
pacientes (OR =2.16; 95% CI 1.46 to 3.21) que en estudios con una muestra mayor de 1000
pacientes (OR=1.20; 95% CI 1.03 to 1.40). La sobreestimacion de la asociacion en estudios
genéticos pequefios es algo bien conocido, y puede estar en relacion a diferentes factores como una

asociacion espuria debida al sesgo de publicacién de resultados positivos®™.

En algunos estudios la asociacion entre los alelos de pérdida de funcion del CYP2C19 y
acontecimientos cardiovasculares era mayor en aquellos pacientes sometidos a una angioplastia con
implantacion de un stent?®. En nuestro metaanalisis la mayoria de pacientes con un sindrome

coronario agudo eran tratados con angioplastia e implantacién de stent (>70%) 184200 203

excepto en
el estudio de Paré ** en el que s6lo se sometieron a angioplastia el 19%. Por lo tanto, no pudimos
estratificar el andlisis para determinar si el riesgo asociado a portar un alelo con pérdida de funcion
es similar en pacientes a los que no se les ha realizado un procedimiento de intervencién coronaria

percutanea con implantacion de stent y en pacientes sin intervencionimo coronario.

Un metaanalisis posterior’® concluye que el alelo con pérdida de funcién del CYP2C19 se
asocia con mayor riesgo de acontecimientos cardiovasculares, aunque en otro mas reciente se
observa que esta variante no se asocia con mayor riesgo en pacientes caucasicos no tratados con
procedimientos coronarios invasivos (RR=0,99; IC 95%: 0,84-1,17); si se asocia en caucasicos
tratados con procedimientos invasivos (RR=1,20; IC 95%: 1,10-1,31) y especialmente en asiaticos
que reciben este tratamiento (RR=1,91; IC 95%: 1,61-2,27) 2*2.

La asociacion entre los alelos de pérdida de funcion del CYP2C19 y el mayor riesgo de
trombosis de stent es consistente con los resultados de los metaanalisis publicados'®” **. Por otra
parte, no existia heterogeneidad entre los resultados observados en los diferentes estudios.
Asimismo exploramos la relevancia clinica de ser portador del alelo de ganancia de funcién
CYP2C19*17. Algunos estudios han relacionado este polimorfismo con una mayor respuesta al

| 189

clopidogrel **°y un incremento del riesgo hemorragico®®. Hay poco consenso acerca de un posible
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efecto protector sobre la ocurrencia de eventos isquémicos™®. Nuestros resultados ponen de
manifiesto que la presencia de un alelo de ganancia de funcién del CYP2C19 esta relacionada con
menor riesgo de acontecimientos cardiovasculares, pero con un mayor riesgo de sangrado por lo

que el riesgo-beneficio debe ser considerado y evaluado a nivel individual.

5.2.6 LIMITACIONES

Las limitaciones son las inherentes al disefio utilizado: el metaanalisis. No hemos podido
acceder a los datos individuales de los pacientes incluidos en los diferentes estudios analizados, y
por lo tanto, el analisis se ha limitado al andlisis de los datos agregados de cada estudio. En
concreto:

i) los acontecimientos clinicos de interés pueden ser diferentes entre estudios, o puede existir
variabilidad en la definicién de los mismos, y dentro de un estudio se pueden incluir pacientes
con diferente perfil clinico;

ii) las caracteristicas clinicas de los pacientes pueden ser diferentes, comorbilidad, tratamientos
concomitantes, procedimientos realizados, etc.

iii) los modelos genéticos considerados en los diferentes estudios también pueden ser diferentes.

Por todo ello, no hemos podido analizar si la heterogeneidad existente entre estudios podia
estar relacionada con otras variables como las caracteristicas clinicas del paciente o la realizacion o

no de un procedimiento coronario invasivo.

Por ultimo sefialar que en este estudio no hemos podido incluir datos propios de pacientes
del registro hospitalario de pacientes con infarto agudo de miocardio del estudio REGICOR. Esto se
debe a que el tratamiento con el farmaco de interés, clopidogrel, no se recogié de manera

estandarizada durante todo el registro.

5.2.7 IMPLICACIONES
Nuestros resultados indican que para considerar la farmacogenética de la respuesta al
clopidogrel no sélo se tienen que tener las variantes que indican pérdida de funcion del CYP2C19

sino también aquellas que indican ganancia de funcion.
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Nuestros resultados cuestionan la importancia de la variante con pérdida de funcién
CYP2C19 como asociada con mayor riesgo de acontecimientos cardiovasculares (a excepcién de la
trombosis del stent).

Por ultimo, sefialar también que los estudios con pequefio tamafio muestral tienden a
sobreestimar la magnitud de la asociacion, y por lo tanto, en estudios de farmacogenética es
necesario disefiar estudios con gran tamafio muestral para obtener estimadores correctos de la

magnitud de la asociacion.
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5.3 PERSPECTIVAS FUTURAS

Las aproximaciones e investigaciones futuras deberan profundizar en los mecanismos de la
aterosclerosis en general y de la placa aterosclerotica en particular. Un escenario que nos permita
determinar cuales son las claves o signos que diferencian las placas estables de las vulnerables, y
detectar qué factores precipitan la inflamacion arterial y la ruptura de la placa.

Necesitaremos estudios que exploren elementos relacionados con la dieta y la actividad
fisica, dilucidar los factores genéticos relevantes en la progresion de la aterosclerosis y el papel de

los diferentes farmacos utilizados en la préctica clinica.

Otro aspecto fundamental es la utilizacion practica de biomarcadores sensibles y especificos
como las técnicas de imagen de alta resolucion y su implementacion rutinaria en los centros
hospitalarios. Las técnicas de imagen, en continuo desarrollo, nos permitirdn conocer con mas

detalle la composicién de la placa aterosclerotica y sus caracteristicas funcionales.

Con toda esta informacién en la mano, los clinicos podremos centrar nuestros esfuerzos en
aquellos pacientes propensos a inestabilizarse y ser susceptibles de padecer eventos coronarios

agudos.

Por otro lado las implicaciones pronosticas de la variabilidad de los efectos inducidos por el
clopidogrel han llevado inevitablemente a la cuestién de como abordar y superar este fenémeno.
Tras asegurar que el paciente cumpla el tratamiento antiagregante plaquetario y descartar posibles
interacciones farmacoldgicas en el paciente polimedicado, se proponen nuevas estrategias

personalizadas para superar la variabilidad de respuesta al clopidogrel.

Una estrategia razonable es estratificar los pacientes y evaluar, tanto el estado de portador
del alelo de perdida de funcion y/o ganancia de funcion de CYP2C19 y la funcion plaguetaria de los
pacientes de alto riesgo tratados con clopidogrel. Estos pacientes incluirian pacientes con un SCA
actual o previo, antecedentes de trombosis de stent, mala funcion ventricular izquierda, implante de
stents en maultiples vasos, anatomia coronaria compleja, indice de masa corporal alto, diabetes
mellitus, IRC y pacientes tratados simultaneamente con inhibidores de la bomba de protones. En

estos pacientes también se podria plantear la utilizacion de un tratamiento méas potente contra el
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receptor P2Y,. Los datos de los ensayos TRITON-TIMI 38 y PLATO indican claramente que el

prasugrel y el ticagrelor son alternativas eficaces al clopidogrel que superan la influencia del estado
de portador del alelo con pérdida de funcién (LoF). Mediante la personalizacion del tratamiento, los
clinicos podriamos identificar el farmaco antiagregante plaquetario que alcance el nivel de
reactividad plaquetaria Optimo para el paciente. De este modo se optimizarian costes y
complicaciones ya que los nuevos nuevos bloqueadores del receptor P2Y 1, Se asocian a un aumento

de la hemorragia si se prescriben de forma indiscriminada y son mas caros.

Otra linea de investigacion futura es continuar con el estudio de las bases genéticas de la
cardiopatia isquémica. Las variantes genéticas identificadas hasta el dia de hoy explican
aproximadamente el 10% de la heredabilidad de la enfermedad, por lo que todavia falta por
identificar el 90% de la heredebilidad de la cardiopatia isquémica. La busqueda de esta
“heredabilidad perdida” es uno de los retos de la actualidad, y se estan utilizando diferentes
estrategias:

- Nuevos consorcios que aumenten la potencia estadistica para identificar nuevas variantes
genéticas comunes con efectos pequefios utilizando la aproximacién de estudios de asociacion
de genoma completo.

- Estudios de secuenciacion del genoma (exoma o genoma completo), que permitan identificar
variantes comunes no capturadas por los estudios de genoma completo, y variantes raras con
efectos potencialmente de mayor magnitud.

- Epigénetica: el estudio de histonas, RNA no codificantes (de cadena larga o corta), y la
metilacion del ADN también puede contribuir a esclarecer las bases genéticas de la
cardiopatia isquémica.

- Por ultimo, no podemos olvidar que la cardiopatia isquémica es una enfermedad compleja en
la que el ambiente juega un papel determinante, por lo que serd importante establecer
colaboraciones para estudiar la compleja interaccion gen-ambiente y su relacion con la

susceptibilidad individual para presentar la enfermedad.
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6.1 Las variantes genéticas analizadas y que se asocian con cardiopatia isquémica, pero no con los

factores de riesgo cardiovascular, lo hacen a través de mecanismos diversos y complejos.

6.1.1 El alelo de riesgo de cardiopatia isqiemica de la variante rs1746048, del gen CXCL12,
se asocia directamente con el grosor de la intima media carotidea. Esta asociacion
parece indicar que el gen CXCL12 estd relacionado con el remodelado arterial
secundario a la progresion de la aterosclerosis.

6.1.2 El alelo de riesgo de cardiopatia isquémica de la variante rs6725887, del gen WDR12,
se asocia inversamente con el grosor de la intima media carotidea. Esta asociacion
podria indicar que el gen WDR12 esta relacionado con la vulnerabilidad de la placa de
aterosclerosis.

6.1.2.1 Se observd heterogeneidad entre estudios, de modo que esta asociacion
se observd en poblaciones con mayor grosor de la intima media

carotidea.

6.1.3 Es necesario realizar estudios funcionales en modelos in vitro e in vivo para confirmar

estos resultados y la relevancia de los genes CXCL12 y WDR12 en la aterosclerosis.

6.1.4 Las variantes genéticas rs17465637, rs9818870, rs12526453, rs1333049, rs9982601 y
el rs10455872, de los genes MIA3, MRAS, PHACTR1, CDKN2A/2B, SCL5A3, LPA, y el
haplotipo B del gen ALOX5AP no se asocian con la aterosclerosis subclinica medida por
el grosor de la intima media carotidea, la rigidez carotidea o el indice tobillo brazo. Esta
tesis doctoral no aporta informacion adicional sobre los mecanismos que pueden
explicar la asociacion de estas variantes con el riesgo de presentar cardiopatia

isquémica.
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6.2 Para considerar la farmacogenética de la respuesta al clopidogrel no sélo se tienen que tener en

cuenta las variantes que indican pérdida de funcién del CYP2C19 sino también aquellas que
indican ganancia de funcién. En pacientes con cardiopatia isquémica que reciben tratamiento

con clopidogrel:

6.2.1 El alelo de pérdida de funcion CYP2C19*2 no se asocia con mayor riesgo de
acontecimientos cardiovasculares.
6.2.2.1 Se observo heterogeneidad entre estudios que se explicaba parcialmente
por el tamafio de la muestra del estudio:

- en estudios con n < 500 pacientes si que se observaba asociacion con
mayor riesgo de acontecimientos cardiovasculares (aunque continuaba
existiendo heterogeneidad entre ellos);

- en estudios n > 500 pacientes no se observa asociacion con mayor
riesgo de acontecimientos cardiovasculares (no existia heterogeneidad
entre estudios).

6.2.2 El alelo de pérdida de funcion CYP2C19*2 se asocia con mayor riesgo de trombosis del

stent.

6.2.3 El alelo de ganancia de funcion CYP2C19*17 se asocia con menor riesgo de

acontecimientos cardiovasculares.

6.2.4 El alelo de ganancia de funcion CYP2C19*17 se asocia con mayor riesgo de sangrado.
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