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@ Resumen:

Procedimiento mejorado para evaluar el riesgo cardiovas-
cular. La invencion se refiere a un procedimiento que per-
mite refinar el riesgo de un individuo de padecer un evento
cardiovascular determinado inicialmente mediante la cla-
sificaciéon en un grupo de riesgo por la aplicacion de un
método que considera los factores de riesgo cardiovas-
cular clasicos, tal como la carta de riesgo cardiovascular
de las Sociedades Europeas. El procedimiento tiene en
cuenta la posible influencia que puedan tener en la varia-
cién del riesgo cardiovascular los valores de homocistei-
nemia total, proteina Hsp70i intraleucocitaria y genotipo
del gen hsp70-1, permitiendo la recalificacién de su grupo
de riesgo y, de ser necesario, el establecimiento de medi-
das preventivas y/o correctoras adecuadas para evitar un
evento cardiovascular.
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DESCRIPCION

Procedimiento mejorado para evaluar el riesgo cardiovascular.
Campo técnico

La invencién se refiere al campo de la prevencion de enfermedades, mediante la evaluacion del riesgo de contraer-
la, desarrollarla o experimentar un empeoramiento fatal, con el fin de implantar medidas preventivas o correctoras.
Mais concretamente, la invencion se refiere a un procedimiento mejorado para evaluar el riesgo cardiovascular y, par-
ticularmente, la futura ocurrencia de un evento cardiovascular.

Antecedentes de la invencion

La enfermedad cardiovascular es la principal causa de muerte en los paises desarrollados. En Estados Unidos,
es causa del 50% del total de fallecimientos, porcentaje que es superior al de muertes ocasionadas por otras causas
tales como céancer (30%), enfermedad pulmonar (5%), accidentes, enfermedad hepatica, suicidios, infecciones y otras
causas diversas. La situaciéon en Europa y Asia es similar. En Espafia, aunque la tasa de mortalidad es menor, la
enfermedad cardiovascular supone también la primera causa de muerte, al haber provocado un 32,5% del total de
defunciones en 2006. Por ello, ha sido objeto de muchos estudios tanto para conocer las bases de la misma como
para encontrar factores de riesgo que permitan identificar las personas con mayor riesgo de padecerla y posibilitar la
aplicaciéon de medidas correctoras y tratamientos antes de que se produzca un evento fatal.

El término “enfermedad cardiovascular” se utiliza a menudo para referirse a la enfermedad cardiaca. Sin embargo,
el término es mds amplio, ya que engloba cualquier enfermedad del corazén y los vasos sanguineos. De ellas, mas
del 75% corresponden a alteraciones de la pared arterial. De hecho, la aterosclerosis, junto con la trombosis, suele
ser la base de las enfermedades cardiovasculares que dan lugar a eventos cardiovasculares que pueden ser letales tales
como la cardiopatia isquémica (angina e infarto de miocardio), insuficiencia cardiaca, arritmias, enfermedad vascular
periférica o accidentes cerebro-vasculares (bien caracterizados por lesiones reversibles (isquémicas) o con muerte de
tejido cerebral (infarto)). Asi, eventos cardiovasculares como el infarto de miocardio o el ictus (accidente cerebro-
vascular stibito) pueden producirse por oclusidn de las arterias coronarias o de la arteria cerebral.

Se entiende por “aterosclerosis” (AT) la formacién focal de ateromas (depésitos de lipidos) en la capa intima de
las arterias. Con el tiempo, da lugar a las denominadas placas de ateroma, compuestas por depésitos de lipidos, tejido
fibroso y células inflamatorias, que obstruyen parcial o totalmente la luz arterial, pudiendo provocar, por ejemplo,
isquemia cardiaca, por reduccién del flujo sanguineo que llega al miocardio. En la actualidad, la aterosclerosis se
considera una enfermedad inflamatoria difusa de la capa interna arterial, cuya lesién contiene células de sistema in-
munolégico capaces de causar y dirigir una respuesta inflamatoria. A menudo, la aplicacién del término aterosclerosis
se considera circunscrita a arterias de mediano y gran calibre. La arteriosclerosis, por su parte, es un término mas
genérico, que se refiere al engrosamiento y endurecimiento de las arterias, independientemente de su tamafio y de si
el engrosamiento y endurecimiento se caracteriza por el depdsito de lipidos en la pared arterial, por un engrosamien-
to proliferativo fibromuscular o endotelial (tipico de las paredes de arterias de pequefio calibre y arteriolas) o por la
calcificacion de la capa media (arterias musculares).

El alto porcentaje de muertes causadas por enfermedades cardiovasculares ha llevado a que se hayan realizado
muchos estudios para identificar cudles son los factores de riesgo cardiovascular, es decir, aquellas condiciones que
favorecen la ocurrencia de eventos cardiovasculares. La identificacion de factores de riesgo cardiovascular se ha consi-
derado desde hace tiempo muy importante, para disefiar estrategias de actuacidn sobre aquellos factores de riesgo que
son modificables y prevenir o disminuir las probabilidades de padecer infartos, accidentes cerebro-vasculares y otras
patologias graves que pueden provocar la muerte. En ese sentido, uno de los puntos de referencia es el denominado
“Framingham Heart Study” (Kanell and McGee, 1979; Gordon and Kanell, 1982), que introdujo el término “factor
de riesgo cardiovascular” para referirse al conjunto de rasgos, factores y caracteristicas que predisponen al desarrollo
de la aterosclerosis y la hipertension. Los factores considerados en dicho estudio son considerados “factores de riesgo
clasicos”, tales como edad, hipertension, tabaco, diabetes e hipercolesterolemia. Posteriormente, se reviso el concepto
de factor de riesgo, la utilidad de cada uno para prevenir la aparicién de un evento cardiovascular modificando cada
factor y su posible utilidad para clasificar a los individuos dentro de grupos de riesgo, publicandose el “Task Force
Report” de la “Second Joint Task Force of European and other Socities on Coronary Prevention” (Wood et al., 1998),
informe en el que se incluyen recomendaciones para la prevencién de eventos cardiovasculares dependiendo del grupo
al que pertenezca cada individuo.

El riesgo absoluto de desarrollar una enfermedad cardiovascular en un periodo de tiempo, generalmente estable-
cido en diez afios, se estima basdndose en la presencia de enfermedad coronaria previa y en la valoracién conjunta
de los valores de riesgo presentes. Se consideran individuos de alto riesgo aquellos que posean un riesgo absoluto
superior al 20% (Wood et al., 1998). El cdlculo de riesgo en individuos asintomadticos se realiza sobre la presencia de
factores de riesgo. Para ello existen diversas tablas, de entre las cuales las mas utilizadas son las que estdn basadas en
el seguimiento de la poblacién del estudio de Framingham antes mencionado, destacando entre ellas las tablas direc-
tamente derivadas de dicho estudio (Wilson et al., 1998) asi como la tabla de riesgo coronario contenida en el “Task
Force Report”, a la que se hace alusién a menudo como “Task Force Chart’, denominacién que se utiliza también en
la presente solicitud.
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La versién espaiiola de la “Task Force Chart” se reproduce en la Fig. 1. Como se puede observar en ella, el
procedimiento de clasificacién tiene en cuenta la presencia o ausencia y grado de severidad de los factores de riesgo
convencionales, tales como el sexo, la edad, estatus de fumador, tipo de vida, obesidad, presion arterial sistdlica y
colesterol total y cataloga a los individuos en categorias especificas para cada factor. Los datos obtenidos se trasladan
a los cuadros reproducidos en la Fig. 1, en los que se integran todos esos factores y se clasifica al individuo en un
grupo de riesgo segtin la categoria previa en la que habia sido catalogado para cada factor individual.

A pesar de la gran utilidad del cuadro clasificatorio de la Fig. 1 y de las recomendaciones para el tratamiento de los
individuos clasificados de acuerdo con ella, el estudio de factores de riesgo cldsicos no llega a predecir exactamente
un evento cardiovascular. Asi, existe un elevado nimero de personas asintomadticas con alto riesgo de padecer una
enfermedad cardiovascular sobre los que no se realiza ningtin control y que son identificados como individuos sobre
los que deberia haberse realizado un seguimiento cuidadoso cuando experimentan infartos.

Es por ello que se estan buscando otros factores de riesgo con los que refinar la clasificacién.

Uno de los posibles factores que ha adquirido un gran interés clinico es la concentracién en sangre del aminodcido
homocisteina (4cido a-amino-y-tiobutirico), un intermediario en el metabolismo de aminodcidos sulfurados. Debido
a que la homocisteina circula en la sangre en diferentes formas moleculares (como homocisteina libre reducida, for-
mando dimeros entre si o con la cisteina y, mayoritariamente, unida a proteinas, fundamentalmente a la albimina),
el pardmetro que ha adquirido interés diagnéstico y clinico es la llamada homocisteina plasmatica total, que es la
suma de todas las formas moleculares en las que pueden encontrarse en la sangre, y al que se alude también en la
presente solicitud como homocisteinemia total. Aunque existe controversia, los estudios realizados sobre la homo-
cisteina plasmatica total parecen indicar que el aumento de su concentracién constituye un factor de riesgo vascular
coronario, cerebral o periférico independiente de otros factores trombogénicos convencionales (Welch and Loscalzo,
1998; Wald er al., 2002). Ademas, es un factor de riesgo facilmente modificable con la administracién de 4cido félico
y vitaminas B, y Bg, por lo que se estd tendiendo a incluirlo en el estudio de los pacientes que han sufrido un evento
cardiovascular.

Dado que el aumento moderado de la homocisteina se considera debido a la disminucién de la actividad de las
enzimas implicadas en su metabolismo (homocisteina-S-metiltransferasa, cistationina-g-sintasa (CBS) y metilentetra-
hidrofolato reductasa (MTHFR: EC 1.5.1.20)), las mutaciones de dichas enzimas, especialmente en el gen humano de
la MTHFR (cuya secuencia de referencia en la base de datos de NCBI es NM_005957.3), estdn siendo también objeto
de estudio para dilucidar su potencial como posibles marcadores de riesgo de enfermedad coronaria. Especial atencién
ha recibido el polimorfismo 677C>T, que origina el cambio de alanina por valina en la posicién 222 de la proteina, se
presenta con elevada frecuencia en la poblacién general (Frost et al., 1995) y que da lugar a una variante de la enzima
con sensibilidad térmica.

Uno de los mecanismos propuestos mediante los cuales la homocisteina podria causar dafio vascular seria la in-
duccion de estrés en el reticulo endopldsmico, al provocar la acumulacidn de proteinas con errores de plegamiento
en el lumen del mismo. Esto activaria la denominada respuesta de choque térmico, la principal reaccién a la agresién
ambiental y fisiopatolégica, que conlleva el cese de la sintesis de muchas proteinas y la induccién de otras, entre las
que destacan las llamadas proteinas de choque térmico (Hsp: heat shock proteins) y, entre ellas, la familia Hsp70.
Numerosos estudios estdn evidenciando una asociacion entre expresion y reactividad de proteinas de choque térmico e
induccion de la respuesta inflamatoria que caracteriza el desarrollo de la aterosclerosis, por lo que estas proteinas estdn
siendo también uno de los focos de atencidn en la bisqueda de marcadores de riesgo cardiovascular. La familia de las
caperonas Hsp70 es una de las mas estudiadas. Se trata de una familia de ATPasas muy conservadas que, como otras
Hsps, se localizan habitualmente en el interior de la célula, aunque pueden encontrarse en forma soluble en plasma
junto con anticuerpos anti-Hsp especificos, por lo que son consideradas por algunos moléculas inmunomoduladoras
que pueden actuar como potentes autoantigenos. La evidencia acumulada sugiere que las Hsp70 proporcionan protec-
cion miocardica (Radford et al., 1996) y que, en lesiones avanzadas, se sobreexpresan en numerosas células, incluidos
monocitos, macréfagos, células dendriticas y células del miisculo liso.

También se ha prestado bastante interés a la familia de las HSP60, que parecen jugar un importante papel proate-
rogénico y que se han podido localizar en la lesién producida en la intima, mientras que no ocurre asi en las regiones
sin lesion (Kol ef al., 1998). In vivo, la inmunizacién con la vacuna BCG (bacilo de Calmette-Guerin) incrementa la
aterosclerosis, habiéndose descrito un rapido incremento de anticuerpos circulantes anti-Hsp60 posterior a la inmuni-
zacién (Lamb et al., 2004). Sobre la base de la homologia entre las Hsp60 microbiana y humana, el desarrollo de la
respuesta inmune de las Hsp60 podria ser responsable del dafio producido en la aterosclerosis.

Los polimorfismos de las Hsp, asi como su concentracion y la de sus anticuerpos especificos, han sido estudiadas
como posibles factores de riesgo en el desarrollo de las enfermedades cardiovasculares, por considerarse que la ateros-
clerosis, como enfermedad inflamatoria crénica, induciria la sintesis de Hsps en el lugar de la lesién y en las células
implicadas en la misma. De entre estas proteinas, la Hsp72 (conocida también como HSPA1A y como Hsp70i, por ser
inducible por estrés), es una de las mds estudiadas, entre otras razones porque, a pesar de ser una proteina intracelular,
puede detectarse su presencia también en la circulacién periférica de individuos normales. En humanos, estd codificada
por el gen hsp70-1, conocido también como hsp72, hspal, hspalb 'y hspala (referencia en GenBank: NT_007592.14),
gen que se localiza en el brazo corto del cromosoma 6, en la regién 6p21.3, junto a la zona correspondiente a la clase
IIT del complejo mayor de histocompatibilidad. Las variantes de su secuencia, como las de otras proteinas de choque
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térmico, parecen estar implicadas en diversas enfermedades inflamatorias, autoinmunes e infecciosas, por lo que se
estd intentando establecer su posible relacion con la aterosclerosis.

Los polimorfismos del promotor del gen Asp70-1 han sido objeto de diversos estudios para comprobar su utili-
dad como marcadores de riesgo cardiovascular. Asi, por ejemplo, la solicitud de patente en EE.UU. US2005/089914,
describe un método para determinar el riesgo de desarrollar arteriosclerosis e infarto de miocardio, asi como la pro-
gresion de la enfermedad, analizando un juego de polimorfismos de distintos genes, entre los cuales se menciona el
polimorfismo -110A>C (rs1008438) del promotor del gen hsp70-1.

He et al. (He et al., 2009) también proponen el uso de este polimorfismo, junto con el polimorfismo +190G>C
(rs1043618), como marcadores de riesgo de padecer enfermedad coronaria, menciondndose especificamente que el
genotipo CC del polimorfismo que se localiza en +190 estd asociado a riesgo significativamente alto de padecer la
enfermedad.

En consonancia con las estrategias en las que se basan los estudios de Framingham, en la que se recomienda que
los factores de riesgo cardiovascular deben considerarse en conjuncién para mejorar la evaluacién del riesgo y la
eficacia de las medidas tomadas, muchos autores han considerado conveniente analizar las relaciones entre los nuevos
marcadores de riesgo en estudio, asi como su posible correlacidn con los factores de riesgo cldsico y su utilidad para
refinar las evaluaciones del riesgo obtenidas mediante su uso. En esa linea, el grupo de los autores de la presente
invencion ha realizado distintos trabajos buscando posibles correlaciones entre los marcadores de riesgo relacionados
con la proteina de choque térmico Hsp70i (los polimorfismos del promotor del gen hsp70-1, los niveles de la propia
proteina o los niveles de anticuerpos especificos contra la misma presentes en suero), la homocisteinemia (tHcy) y
factores que podrian tener relacién con esta tdltima (tales como la presencia o ausencia de mutaciones en el gen de
MTHER vy el genotipo asociado a la misma) y las diferencias que pueden presentarse en las relaciones entre dichos
factores segtn el grupo de riesgo de cada individuo resultante de la aplicacion del cuadro de riesgo coronario de la
Task Force (Task Force Chart).

Asi, por ejemplo, un resumen publicado en Blood (Dulin et al., 2005) refleja los resultados de estudio epide-
miolégico en el que los autores analizaron la posible relacién que pudiera existir entre la homocisteinemia (tHcy) y
pardmetros relacionados con la proteina de choque térmico Hsp70i: los anticuerpos anti-Hsp70 o los niveles de protei-
na Hsp70i presentes tanto en suero como en neutréfilos. Se analiza, ademads, la posible correlaciéon con un marcador
gendmico, aunque relacionado con la propia homocisteina y no con la Hsp70i: la mutacién 677C>T de la enzima
MTHEFR, que es el tnico polimorfismo considerado. Para analizar las correlaciones, los individuos en estudio se di-
vidieron previamente en distintos grupos de riesgo determinados previamente por aplicacion de la Task Force Chart,
quedando clasificados en individuos sin riesgos (grupo GO0), individuos con riesgo moderado (=10%) y que no presen-
taban enfermedad (grupo G1) e individuos con enfermedad aterosclerdtica declarada (grupo G2). En funcién de dicha
preclasificacidn, las correlaciones mencionadas en el documento son las siguientes:

- Inversa entre tHcy y Hsp70i en neutréfilos de mujeres GO y hombres G1 homocigéticos tipo salvaje (CC)
para la mutacién 677C>T.

- Inversa entre tHcy y Hsp70i sérica en hombres G1 homocigéticos mutantes (TT) para la mutacién 677C>T.
- Directa entre tHcy y proteina C reactiva en mujeres G1 heterocigéticas (CT) para la mutacién 677C>T.
- Directa entre tHcy y colesterol en mujeres GO homocigdticas mutantes (TT) para la mutacién 677C>T.

- Directa entre tHcy e hipertension arterial en hombres GO heterocigéticos (CT) para la mutacién 677C>T.

Los mismos autores han realizado otros estudios epidemioldgicos sobre la relacion entre la homocisteinemia y las
proteinas de choque térmico, aunque los parametros relacionados con la Hsp70i analizados varian. Asi, otro estudio
epidemioldgico posterior realizado por los autores de la presente invencion acerca del promotor del gen hsp70-1, la
homocisteinemia y los polimorfismos de la MTHFR (Guisasola et al., 2007) indica que la correlacién entre los poli-
morfismos del gen hsp70-1 y la homocisteinemia podria servir para identificar sensibilidades diferentes al desarrollo de
la enfermedad vascular. Aunque diferencias en la nomenclatura de los polimorfismos podria dar lugar a otras conclu-
siones, el conocimiento de las secuencias de los polimorfismos del gen hsp70-1 y su comparacién con las secuencias
flanqueantes de los mismos indica que los polimorfismos denominados -325A>C y -27G>C en la publicacién que
resume el estudio son los mismos polimorfismos denominados por otros autores -110A>C (rs1008438) y +190G>C
(rs1043618). Con esta premisa, la integracion de los datos obtenidos sobre la homocisteinemia y los polimorfismos
de los genes de la MTHFR y hsp70-1 segin el grupo de riesgo al que pertenecia cada individuo en estudio lleva a las
siguientes conclusiones:

- Los individuos heterocigédticos para los polimorfismos -110A>C y +190G>C del gen Asp70-1 mostraban
los valores de tHcy mads elevados en todos los grupos.

- Los individuos heterocigéticos para la mutacién 677C>T del gen de la MTHFR, pertenecientes a G1,
mostraban los valores mas altos de tHcy.
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- Los individuos homocigéticos para cualquiera de las formas de 677C>T, es decir, tanto AA como CC,
mostraban valores de tHcy més altos dentro del grupo G2.

- Los polimorfismos del gen hsp70-1 no se coexpresan con la mutacién 677C>T de MTHFR.

- No existe correlacién entre la mutacién 677C>T y los polimorfismos del promotor del gen hsp70-1.

Con estos datos, se concluye que la presencia de los polimorfismos del gen hsp70-1 en heterocigosis podria ser
un factor de riesgo adicional para la arteriosclerosis, que podria servir para prescribir terapias preventivas. No se
menciona, sin embargo ningin procedimiento detallado para aplicar esta conclusién a la evaluacion del riesgo de la
poblacion ni los posibles cambios en la clasificacién de los individuos a los que podria dar lugar la aplicacién de
estas conclusiones. La ausencia de correlacion entre la mutacién 677C>T y los polimorfismos del promotor del gen
hsp70-1 dificulta el establecimiento de paralelismos y la extrapolacion de interrelaciones entre los distintos grupos de
pardmetros considerados en los estudios cuyas conclusiones de han expuesto mds arriba.

Los distintos estudios mencionados demuestran la importancia de algunos pardmetros (homocisteinemia, niveles
de proteinas de choque térmico, genotipos relacionados con los polimorfismos de los genes que codifican dichas pro-
tefnas...) en el riesgo de padecer eventos cardiovasculares, pardmetros que parece importante tener en cuenta para
realizar una evaluacién lo més correcta posible del riesgo cardiovascular. En general, los estudios realizados consi-
deran la influencia de cada pardmetro de forma independiente o su posible relacién con alguno de los pardmetros de
riesgo clésico. Parece, sin embargo, que el disefio de un método de evaluacién del riesgo cardiovascular que fuera
suficientemente fiable para paliar las deficiencias de los métodos actuales, no puede basarse en un tinico parametro
adicional, que complemente de forma individual las determinaciones realizadas en funcién de los pardmetros de riesgo
clasicos, sino que deberia tener en cuenta no s6lo un juego significativo de los distintos pardmetros adicionales que
han estado en estudio durante los tltimos afios, sino las interrelaciones entre ellos y con los factores de riesgo clasicos.
Un método que no fuera disefiado siguiendo esos criterios no darfa lugar a una adecuada evaluacién del riesgo de cada
individuo, manteniéndose la problemdtica actual, de individuos que sufren un evento cardiovascular grave, a menudo
mortal, porque su clasificacién incorrecta dentro de un determinado grupo de riesgo no ha permitido que se efectuara
sobre ellos el adecuado seguimiento y tratamiento que podria haber facilitado la prevencién del evento. No tener en
cuenta el incremento de la gravedad de la situacién que suponga un factor por la presencia o severidad de otro y las
interrelaciones entre ellos darfa lugar a ese tipo de situaciones. Por otra parte, la ignorancia de la influencia positiva
que un factor puede tener en determinar la gravedad de otro o evaluar las interrelaciones entre ellos sin tener en cuenta
la influencia que otros factores puedan tener en el grado de influencia de la conjuncién de esos factores en el riesgo
cardiovascular real, resultado de la interaccién de todos ellos, podria igualmente dar lugar a la administracion de trata-
mientos farmacoldgicos a individuos que realmente no los necesitaban, con el consiguiente gasto de recursos clinicos
y tiempo de profesionales de la medicina en el seguimiento intensivo de un individuo que no requeria, sometiendo
ademas al individuo innecesariamente al riesgo de padecer los posibles efectos secundarios que los medicamentos
recomendados puedan conllevar.

Preferiblemente, ademads, el método no sdlo deberia conjugar adecuadamente factores de riesgo cldsico con facto-
res nuevos, sino que los factores adicionales deberian seleccionarse de manera que el método de clasificacién global
fuera sencillo de aplicar en la prictica clinica, tanto por incluir pardmetros sencillos de determinar con las técnicas
disponibles actualmente en los laboratorios de andlisis, como por estar basado en relaciones entre los distintos pa-
rdmetros féciles de evaluar y de clasificar facilmente a los individuos en grupos para los que se puedan determinar
facilmente las decisiones a tomar sobre los posibles cambios a efectuar en su tratamiento o estilo de vida o sobre la
falta de necesidad de efectuar cambio alguno.

Sin embargo, los datos disponibles en la actualidad dificultan el disefio de un método que cumpla con esas condi-
ciones. El alto porcentaje de muertes debidas a eventos cardiovasculares y la extension de dichas enfermedades, sin
embargo, hacen muy importante la modificaciéon de los métodos basados tGnicamente en los factores cldsicos, para
mejorar la clasificacién de los individuos y aplicar las medidas preventivas adecuadas.

La presente invencidn proporciona una solucién a ese problema.

Compendio de la invencion

La presente invencién se refiere a un procedimiento mejorado para evaluar el riesgo de padecer un evento car-
diovascular en los 10 afios siguientes a la evaluacién, que complementa las clasificaciones obtenidas al aplicar la
Task Force Chart de riesgo coronario, considerando factores de riesgo adicionales (hiperhomocisteinemia, niveles de
Hsp70i intraleucocitarios y polimorfismos del promotor del gen hsp70-1) y las interrelaciones existentes entre ellos
segun el grupo de riesgo del individuo deducido a partir de los factores cldsicos de riesgo cardiovascular.

La invencion se basa en el establecimiento de interrelaciones entre los niveles celulares de la proteina de choque
térmico Hsp70i, el polimorfismo -110A>C (rs1008438) del gen hsp70-1 y el riesgo cardiovascular. En particular, en
la presente solicitud se divulga que los niveles disminuidos de Hsp70i en PMN (leucocitos polimorfonucleares neu-
tréfilos) se asocia con el genotipo mutado del polimorfismo -110A>C y se confirma la existencia de una asociacién
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entre los niveles de Hsp70i en PMN y el desarrollo y prondstico de la enfermedad coronaria: el aumento de Hsp70i
en PMN protege del desarrollo de la aterosclerosis. Asi, los niveles elevados de Hsp70 podrian reducir la adhesién
plaquetaria en la inflamacién. Se ha confirmado, ademads, que la hiperhomocisteinemia es un factor de riesgo car-
diovascular independiente, que se relaciona con la presencia del genotipo homocigético mutado para 677C>T de la
metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR).

Estos hallazgos permiten complementar los estudios previos realizados, en los que no se consideraba la posible
relacién que podria existir entre los polimorfismos del promotor del gen hsp70-1 y los niveles de la proteina Hsp70i y
la influencia que la interrelacién entre esos pardmetros podria tener en modificar el riesgo cardiovascular preevaluado
a partir de la Task Force Chart, en funcién de la homocisteinemia que presente el individuo. Ninguno de esos estudios,
ademds, sugerian que averiguar la posible relacion entre esos pardmetros pudiera tener ningtin interés ni, menos aun,
se sugeria que pudiera o debieran buscarse relaciones adicionales entre los factores de riesgo cardiovascular analizados
en cada estudio en particular o otros estudios para definir un procedimiento de evaluacion del riesgo cardiovascular
que refinara las clasificaciones obtenidas mediante la aplicacién de procedimientos basados en factores de riesgo
clésicos tales como las tablas de evaluacion del riesgo cardiovascular de las Sociedades Europeas (Task Force Chart,
reproducida en la Fig. 1).

La combinacién de estos hallazgos con los hallazgos previos del grupo de los presentes inventores, referidos a
las interrelaciones entre, por un parte, la homocisteinemia y Hsp70i en PMN vy, por otra, la homocisteinemia y los
genotipos del promotor Asp70-1, en ambos casos vinculadas al grupo de riesgo cardiovascular previamente deducido
de la aplicacién de la Task Force Chart de riesgo cardiovascular, han permitido la concepcidn y la definicién de un
método que afina la clasificacién deducida de la aplicacioén de dicho cuadro clasificatorio. Esta reclasificacion de los
individuos permite la modificacién de las medidas preventivas y/o correctoras aplicadas a los mismos, haciéndolas
mads adecuadas a la condicion del individuo segtin la combinacién de factores por los que estd afectado.

Asi, la presente invencién se refiere a un procedimiento para evaluar el riesgo de que un individuo padezca un
evento cardiovascular que comprende las etapas de:

a) preclasificar al individuo como carente de riesgo vascular (grupo GO), sin enfermedad pero con riesgo
vascular moderado (> 10%) (grupo G1) o con enfermedad aterosclerética declarada (grupo G2) a partir de
los datos sobre su edad, sexo, estatus de fumador (fumador o no fumador), presién sanguinea sistélica y
concentracion de colesterol en sangre, aplicando la tabla de riesgo coronario de las Sociedades Europeas
(Task Force Chart);

b) determinar, a partir de una muestra de sangre extraida del individuo, los siguientes factores y la clasifica-
cién que corresponde al individuo de acuerdo con los valores obtenidos para ellos:

i. niveles de proteina Hsp70i intraleucocitaria, calculada a partir de los niveles detectados en los PMN
(leucocitos polimorfonucleares neutréfilos) presentes en la muestra de sangre, calificando al individuo
como hipoproductor (L: baja produccién), normoproductor (N: produccién normal) o hiperproductor
(H: produccién alta) segin el percentil al que pudiera adscribirse su concentracién de acuerdo con
los valores de un estudio estadistico poblacional previo correspondiente al grupo poblacional al que
pertenezca el individuo, de tal forma que aquellos individuos con niveles inferiores al percentil 25
se califican como hipoproductores (L), aquellos con niveles comprendidos entre el percentil 25 y el
percentil 75 se califican como normoproductores (N) y aquellos con niveles superiores al percentil
75, se clasifican como hiperproductores (H);

ii. niveles de homocisteina plasmadtica total, calificando al individuo como hipoproductor (L: baja pro-
duccién), normoproductor (N: produccién normal) o hiperproductor (H: produccién alta) segtn el
percentil al que pudiera adscribirse su concentracién de acuerdo con los valores de un estudio esta-
distico poblacional previo correspondiente al grupo poblacional al que pertenezca el individuo, de tal
forma que aquellos individuos con niveles inferiores al percentil 25 se califican como hipoproducto-
res (L), aquellos con niveles comprendidos entre el percentil 25 y el percentil 95 se califican como
normoproductores (N) y aquellos con niveles superiores al percentil 95 se clasifican como hiperpro-
ductores (H);

iii. genotipo del individuo con respecto al polimorfismo -110 A>C (rs1008438) del gen hsp70-1, consi-
derando al individuo homocigético salvaje (WT) si presenta en los dos cromosomas de la pareja la
forma del polimorfismo considerada salvaje (AA), heterocigético (HT) si presenta una forma distinta
del polimorfismo en cada uno de los cromosomas de la pareja (AC), y homocigético mutante (HM)
si presenta en los dos cromosomas la forma del polimorfismo considerada como mutante (CC);

c) calificar el riesgo del individuo de presentar un evento cardiovascular segtn la tabla adjunta, de acuerdo
con la valoracion que aparezca en la celda de riesgo a la que corresponda su grupo de riesgo segtin la tabla
de riesgo coronario de las Sociedades Europeas (Task Force Chart), los niveles de produccién de Hsp70i
determinados a partir de PMN, el nivel de su homocisteina plasmatica total (tHcy) y su genotipo para el
polimorfismo -110A>C del gen hsp70-1:
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TABLA 1

Tabla de aplicacion del procedimiento de evaluacion del riesgo vascular

GRUPO DE  RIESGO GENOTIPO SEGUN EL POLIMORFISMO —110 A>C DEL GEN HSP70-1
SEGUN LA TASK FORCE WT (AA) HT (AC) HM (CC)

G2

Factor Hsp70i | Alta | Normal|Baja |Alta Normal |Baja | Alta Normal | Baja
adicional |tHcy | Baja | Normal | Alta Baja | Normal | Alta Baja | Normal | Alta

Riesgo Medio | Elevado | Ao |Elevado |Alto  |Alto  |Elevado |Alto | Alte
G1

Factor Hsp70i | Alta | Normal | Baja Alta Normal | Baja Alta Normal | Baja

adicional [tHcy | Baja | Normal | Alta Baja |Normal | Alta Baja Normal | Alta

Riesgo Medio | Medio | Elevado | Medio |Elevado | Elevado | Medio | Elevado | Alto
GO

Factor Hsp70i | Alta | Normal |Baja |Alta Normal | Baja | Alta Mormal | Baja
adicional [tHcy | Baja | Normal | Alta Baja | Normal | Alta Baja | Normal | Alta

Riesgo Bajo | Bajo Medio | Bajo Medio |Medio |Bajo Medio | Elevado

Para facilitar su uso, esta tabla de evaluacion puede presentarse en un disefio andlogo al de la Task Force Chart,
en el que las celdas de la tabla presentan cédigos de colores distintos para los diferentes grupos de riesgo. Dicha
Tabla se presenta en la Fig. 2. Para facilitar la claridad de su comprension en la presente solicitud, las celdas incluyen
también diferentes entramados (lineas paralelas entre si), de manera que las celdas de un mismo color presentan
entramados en los que la inclinacién de las lineas del entramado respecto a la vertical es también la misma, pero
diferente de la inclinacién del entramado de las celdas de un color diferente. Para la aplicacién clinica, los entramados
serfan innecesarios, siempre y cuando la tabla se presentara en forma coloreada. Para evitar confusiones y facilitar
la asociacion de ideas, los colores elegidos para cada nivel de riesgo siguen el patrén utilizado en la Task Force
Chart verde: bajo (entramado horizontal, perpendicular al eje més largo de las paginas); amarillo: medio (entramado
vertical, paralelo al eje mds largo de las paginas); naranja: elevado (entramado con lineas inclinadas respecto a los ejes
horizontal y vertical de las paginas); rojo: alto (sin entramado de lineas).

En una posible realizacién de la invencidn, el estudio poblacional utilizado seria el estudio de los ensayos que se

presentan mas adelante en los Ejemplos de la presente memoria, de manera que la clasificacién del individuo segtin su
produccion de Hsp70i en PMN se haria segtin los niveles reflejados a continuacion:

Percentiles  Clasificacion Hsp70i en PMNs
25 Hipoproductor (Produccién baja) <16,16 ng/mL

Normoproductor (Produccién normal) > 16,16 ng/mL y <44,40 ng/mL
75 Hiperproductor (Produccion alta) >44,40 ng/mL

En otra posible realizacién, complementaria a la anterior, el estudio poblacional utilizado para la valoracién de
la produccién de homocisteina plasmadtica total seria también el estudio de los ensayos de la presente solicitud, de
manera que se calificarfa como hipoproductores aquellos individuos cuya concentracion de homocisteina total en
plasma fuera menor que 7 yumol/L y como hiperproductores aquellos cuya concentracién fuera mayor que 10 ymol/L,
siendo normoproductores aquellos que mostraran valores de concentracién comprendidos en el intervalo de 7 ymol/L
a 10 umol/L, incluidos dichos valores.

En otra posible realizacién, alternativa a la anterior, la valoracién de produccién de homocisteina plasmatica total
se harfa también en funcién del estudio estadistico presentado en la presente solicitud, pero teniendo en cuenta la
segmentacion por sexo, de manera que los individuos hiperproductores serfan aquellos en los que la homocisteina
total superara el valor de 11 ymol/L para mujeres y 13 umol/L en hombres.

Dado que los polimorfismos -110A>C y +190G>C del gen hsp70-1 parecen coexpresarse, podria considerarse
equivalente la agrupacién en funcién del genotipo asociado al segundo polimorfismo en lugar de al primero. Por ello,
otra posible realizacién del procedimiento de la invencién es aquella en la en la que el polimorfismo cuyo genotipo se
analiza es el polimorfismo +190G>C del gen hsp70-1 (rs1043618).
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Breve descripcion de las figuras

La Fig. 1 muestra la version en espailol de las Tablas de Riesgo Coronario, propuestas por las Sociedades Europeas
de Prevencion de la Enfermedad Coronaria agrupadas bajo la denominacién “Task Force”, (Task Force Chart) para
evaluar el riesgo de padecer un evento cardiovascular en los 10 afios siguientes al momento de evaluacidn.

La Fig. 2 muestra una tabla de colores y entramados que sirve para la evaluacién del riesgo de padecer un evento
cardiovascular aplicando el procedimiento de la invencién y las clasificaciones previas de los individuos segtn los
pardmetros tenidos en cuenta:

- Genotipo del polimorfismo -110A>C del gen hsp70-1: WT (individuos con genotipo AA: homocigdti-
cos, con la forma salvaje del polimorfismo en los dos cromosomas de la pareja donde se presenta el gen
hsp70-1); HT (individuos con genotipo AC: hetorocigéticos, con una forma diferente del polimorfismo en
cada uno de los cromosomas de la pareja); HM (individuos con genotipo CC: homocigéticos, con la forma
mutante del polimorfismo en los dos cromosomas de la pareja);

- Hsp70i PMNs (clasificacion segtin concentracién de la proteina de choque térmico Hsp70i en leucoci-
tos polimorfonucleares neutréfilos): H: individuos hiperproductores, con produccion alta de Hsp70i); N:
individuos normoproductores, con produccién normal de Hsp70i); L: individuos hipoproductores, con pro-
duccién baja del Hsp70i);

- tHcy (clasificacidn segtin la concentracién de homocisteina total en plasma); H: individuos hiperproducto-
res, con produccion alta de homocisteina total); N: individuos normoproductores, con producciéon normal
de homocisteina total); L: individuos hipoproductores, con produccion baja de homocisteina total);

- G2, G1, GO (grupo de riesgo del individuo asignado previamente por aplicacién de la Task Force Chart
de la Fig. 1): G2: individuo con enfermedad aterosclerética declarada; G1: individuo sin enfermedad pero
con riesgo vascular moderado (> 10%); GO: individuo carente de riesgo vascular;

- c6digos de colores y entramados de cada celda (riesgo vascular del individuo en el que la combinacién de
los pardmetros anteriores corresponde a una determinada celda de la tabla, segtin el color y entramado de
la celda): verde: riesgo bajo (entramado horizontal, perpendicular al eje més largo de las pdginas); ama-
rillo: riesgo medio (entramado vertical, paralelo al eje mds largo de las pdginas); naranja: riesgo elevado
(entramado con lineas inclinadas respecto a los ejes horizontal y vertical de las paginas); rojo: riesgo alto
(sin entramado de lineas).

La Fig. 3 muestra los fragmentos de la secuencia del gen hsp70-1 (HSPAIA) publicada en GenBank (referencia:
NT_007592), donde se localizan los polimorfismos denominados -110A>C (panel A) y +190G>C (panel B) en la
presente solicitud.

La Fig. 4 muestra el porcentaje que supone cada grupo de produccion (hiperproductores (H): zona de los graficos
con relleno oscuro continuo; normoproductores (N): zona de los graficos con relleno claro gris claro formando rayas
horizontales, o hipoproductores (L): zona de los graficos sin relleno) de Hsp70i en PMNs (HSP70 PMNs) en grupos
de sujetos agrupados siguiendo distintos criterios:

- El panel A muestra el porcentaje que supone cada grupo de produccién en cada uno de los grupos referidos
al genotipo del polimorfismo -110A>C del gen hsp70-1 (WT: las dos copias del gen presentan la forma
salvaje del polimorfismo, AA; HT: individuos heterocigéticos, una copia del gen presenta la forma salvaje
del polimorfismo y la otra la mutada; HM individuos homocigéticos en los que las dos copias del gen
presentan la forma mutante del polimorfismo, CC);

- EI panel B muestra el porcentaje que supone cada grupo de produccién en cada uno de los grupos de
riesgo cardiovascular (GO: sin factores clasicos de riesgo vascular (FRV)); G1: sujetos con riesgo vascular
moderado; G2 sujetos con enfermedad aterosclerdtica);

- El panel C muestra el porcentaje que supone cada grupo de produccion en los grupos de sujetos obtenidos
al agrupar por riesgo cardiovascular y genotipo del polimorfismo -110A>C del gen hsp70-1.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se refiere a un procedimiento mejorado para evaluar el riesgo de padecer un evento cardio-
vascular en los 10 afios siguientes a la evaluacion, que complementa las clasificaciones obtenidas al aplicar la Task
Force Chart de riesgo coronario (que resultan de la consideracion de factores de riesgo cardiovascular cldsicos), al
considerar las variaciones en el riesgo que la conjuncidn de los valores correspondientes a factores de riesgo adi-
cionales (hiperhomocisteinemia, niveles de Hsp70i intraleucocitarios y polimorfismos del promotor del gen hsp70-1)
puedan suponer en el riesgo cardiovascular.
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La invencidn se basa en la concepcion de la aterosclerosis como enfermedad inflamatoria crénica, que induce la
sintesis de proteinas de choque térmico (Hsp) en el lugar de la lesion y en las células implicadas en la misma, asi como
en la concepcién de las Hsp como moléculas inmunomoduladoras que pueden actuar como potentes autoantigenos,
cuyo reconocimiento por los linfocitos T desencadena una respuesta autoinmune implicada en la etiopatogenia infla-
matoria de la aterosclerosis. En ese marco, los inventores concibieron la idea de que la expresion elevada de Hsp70i en
relacion con determinados polimorfismos de la regién reguladora del gen hAsp70-1, podria explicar la resistencia indi-
vidual o de determinadas poblaciones ante determinados agentes estresantes ambientales o factores de riesgo vascular
tales como la hiperhomocisteinemia, que parece inducir una situacién de estrés oxidativo en el reticulo endoplasmi-
co. Por ello, decidieron estudiar la influencia de los polimorfismos de la regién reguladora del gen hsp70-1 sobre la
proteina de choque térmico Hsp70i en relacién con los factores de riesgo cardiovascular clasico (preclasificando para
ello a los individuos utilizando la Task Force Chart) y con factores de riesgo de consideracién mds reciente, como la
homocisteinemia. Para comprobar la influencia global que los resultados obtenidos podrian tener en la determinacién
del riesgo cardiovascular real del individuo, decidieron verificar y completar los datos sobre relacién entre homocis-
teinemia y niveles del Hsp70i, por un lado, y sobre homocisteinemia y polimorfismos del gen hsp70-1, por otro, en
funcién de los grupos de riesgo, y ver las posibilidades que la integracion de los datos podria dar para establecer un
método de evaluacién del riesgo de sufrir un evento cardiovascular que refinara la clasificacién obtenida mediante la
consideracion de los factores de riesgo cldsico, especialmente si esa consideracién se hacia mediante la aplicacién de
la Task Force Chart de riesgo coronario. Al igual que en los estudios previos complementarios del mismo grupo de
investigadores, el estudio se realizé sobre una poblacién que quedé dividida en tres grupos de riesgo: GO (ausencia de
factores de riesgo cldsico), G1 (riesgo superior al 10%, sin signos de enfermedad) y G2 (enfermedad aterosclerdtica
declarada).

El estudio de los niveles intraleucocitarios de Hsp70i se realizé en leucocitos polimorfonucleares neutréfilos, que
son leucocitos de 12 a 15 um de didmetro, que poseen un nicleo lobulado y que contienen en su citoplasma tanto
granulos movilizables intracelulares, del tipo lisosomal o secretorio, como organillos exociticos de almacenamiento
(vesiculas secretoras), que actian como reservorio de proteinas y proporcionan a los neutréfilos la capacidad de res-
ponder a diversos cambios en su entorno, lo que dispara procesos estrechamente regulados, tales como la migracién
y la adherencia a los tejidos inflamados, la liberacion de proteinas citotoxicas y proteoliticas y especies reactivas de
oxigeno implicadas en la defensa del huésped, asi como la fagocitosis. Se consideran parte de la primera linea de
reconocimiento y defensa ante agresiones externas, con capacidad de responder ante dichas agresiones y modular la
respuesta frente a las mismas. Al haberse relacionado con las Hsp tanto en procesos de reparacién como de autopro-
teccion frente a especies reactivas de oxigeno, se considerd interesante realizar un andlisis de su contenido en Hsp70i
bajo diferentes condiciones fisioldgicas, tales como el genotipo del promotor hsp70-1.

Los estudios referentes a la Hsp70i y su relacidon con otros factores se complementaron comprobando también los
niveles de anticuerpos anti-Hsp70 circulantes y los niveles séricos de Hsp70i.

La invencién se basa en la confirmacion de la existencia de una asociacién entre los niveles de Hsp70i intraleuco-
citaria y el desarrollo y prondstico de la enfermedad coronaria: el aumento de la Hsp70i intraleucocitaria protege del
desarrollo de la aterosclerosis. Los niveles elevados de Hsp70i podrian reducir la adhesién plaquetaria en la inflama-
cién. Asi, el fenotipo hiperproductor de Hsp70 intracelular se consideraria protector de la enfermedad.

Se ha observado, ademds, que los niveles disminuidos de Hsp70i en leucocitos polimorfonucleares neutréfilos
(PMN) se asocian con el genotipo mutado de los polimorfismos -110A>C y +190G>C (polimorfismos que parecen
coexpresarse). Ademds, se ha observado que los individuos del grupo G1 (riesgo cardiovascular moderado) presentan
los mayores niveles de Hsp70i en PMN, siendo las mujeres las que presentan los niveles mas altos. Los varones del
G2 presentan los valores mas bajos de Hsp70i en PMN, por lo que éstos tendrfan peor prondstico cuando desarrollen
la enfermedad.

Los individuos homocigéticos mutantes para el polimorfismo -110A>C del gen hsp70-1 (al igual que los individuos
homocigéticos mutantes para el polimorfismo -677C>T del gen de la MTHFR) se consideran sujetos con mayor riesgo
vascular, ya que en ellos se demuestra correlacion entre el aumento de la homocisteinemia total con un aumento de
los anticuerpos anti-Hsp70 circulantes, en respuesta a la sintesis de Hsp70 producida como consecuencia del posible
dafio vascular.

El aumento de Hsp70i en PMN en sujetos del GO (ausencia de factores de riesgo cldsicos) podria ser indicativo
de inicio de agresién celular, con posible aumento de riesgo vascular. Por su parte, los individuos hipoproductores de
Hsp70i intracelular pertenecientes al grupo G1, tendrian mayor riesgo.

Del estudio se desprende también que las Hsps circulantes no aportan informacién como marcador de riesgo
cardiovascular, ya que parece que no tienen relevancia clinica en el desarrollo de la enfermedad cardiovascular, pero,
sin embargo, podrian reflejar el balance entre las Hsp70 secretadas por arterias sanas y las Hsp70 secretadas por la
placa de ateroma. Esto parece ser compatible con la correlacién inversa detectada en el grupo G1 entre Hsp70i en
PMN vy anticuerpos anti-Hsp70 circulantes.

Todos estos hallazgos llevaron a la conclusion de que el fenotipo de Hsp70i y, concretamente, la Hsp70i intraleu-
cocitaria, junto con el genotipo del promotor del gen Asp70-1, podrian utilizarse como factor prondstico de prediccién
de la evolucién de la enfermedad. La conjuncién de estos factores con el estudio de la homocisteinemia total (tHcy)
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permitirfa la identificacién de modificaciones en la situacién del riesgo del individuo con respecto a las identificadas
mediante la consideracion de los factores de riesgo clésico.

Por ello, estos hallazgos se combinaron con conclusiones derivadas de estudios previos y confirmadas en el estudio
origen de la presente invencion, particularmente, con las siguientes:

- Lahiperhomocisteinemia se considera factor de riesgo vascular independiente y se relaciona con la presen-
cia del genotipo homocigético mutante para el polimorfismo 677C>T del gen del metilentetrahidrofolato
reductasa (MTHFR).

- Los individuos con factores de riesgo vascular presentan valores de homocisteinemia superiores a los
individuos del grupo sin factores de riesgo cardiovascular (GO), con significacién estadistica.

- Los individuos homocigéticos mutantes (TT) para el polimorfismo 677C>T del gen de la MTHFR pre-
sentan niveles de homocisteinemia superiores a los individuos heterocigéticos o los homocigéticos para la
forma salvaje del polimorfismo (CC), sin que alcance significacion estadistica. La frecuencia del genotipo
TT para la 677C>T en los grupos de riesgo vascular moderado (G1) y con enfermedad (G2) es significati-
vamente superior que en el grupo sin riesgo vascular (GO). Los niveles de homocisteinemia total aumentan
con la edad exclusivamente en los individuos heterocigotos (CT) para la 677C>T.

- Los individuos TT para el polimorfismo 677C>T presentan los niveles mas altos de homocisteinemia total
y de Hsp70i intraleucocitaria.

- Los sujetos con riesgo cardiovascular moderado (G1) presentan la menor concentracién de anticuerpos
anti-Hsp70 circulantes y existe correlacion estadisticamente significativa (p<0,01) con los niveles de ho-
mocisteinemia.

- Los sujetos del G2 presentan niveles mds bajos de Hsp70i circulantes y, en consecuencia, niveles mds altos
de anticuerpos anti-Hsp70.

- Los varones tienen tendencia a presentar Hsp70 séricas superiores a las mujeres en todos los grupos de
riesgo, especialmente en el G2.

- El polimorfismo -110A>C del gen hsp70-1 se coexpresa con el polimorfismo +190G>C del mismo gen.

La conjuncién de todos estos hallazgos ha llevado a los autores de la invencién a concebir el procedimiento mejora-
do de evaluacion del riesgo de padecer un evento cardiovascular, especialmente en los 10 afios siguientes al momento
de la evaluacién, que se esquematiza en la Fig. 2. Dicho procedimiento afina la clasificacién obtenida mediante la
aplicacién de la Task Force Chart de riesgo coronario, al tener en cuenta, ademas de los factores de riesgo clésico, la
morbilidad afiadida debida a factores adicionales como son el genotipo que presente el individuo para el polimorfismo
-110A>C, los valores de 1a homocisteinemia y la concentracién intraleucocitaria de la proteina Hsp70i, particularmen-
te la concentracion determinada a partir de los PMN. Se trata, ademads, de un procedimiento sencillo de comprender y
aplicar, que hace uso tanto de los factores cldsicos de riesgo cardiovascular como de pardmetros adicionales faciles de
determinar, a partir de una muestra de sangre, con los procedimientos y aparatos disponibles en la actualidad para la
practica clinica: la homocisteinemia total, la concentracién de Hsp70i en leucocitos polimorfonucleares neutréfilos, y
el genotipo del individuo con respecto al polimorfismo -110A>C del promotor del gen hsp70-1.

Dado que el polimorfismo -110A>C del gen hsp70-1 parece coexpresarse con el polimorfismo +190G>C del mis-
mo gen, la aplicacion del método de la invencién podria realizarse igualmente considerando el polimorfismo +190G>C
en lugar del polimorfismo -110A>C.

La aplicacion de esta tabla ayuda a definir con mayor precision el riesgo vascular y con, ello facilita la prevencién
tanto del desarrollo de enfermedades cardiovasculares como de eventos cardiovasculares fatales, permitiendo la apli-
cacién de medidas preventivas o correctoras adecuadas. La observacién de la tabla de la Fig. 2 permite observar que
sujetos que segun la Task Force Chart carecen de riesgo vascular (GO), tras reclasificarlos con el método de la inven-
cién, pueden tener un riesgo vascular medio si son bajos productos de Hsp70i intraleucocitaria y tienen niveles altos
de homocisteinemia, y riesgo elevado si ademds son homocigéticos mutantes para el polimorfismo -110A>C del gen
hsp70-1. De esta manera, un sujeto sano, sin factores de riesgo vascular clasicos (G0), que fuera hiperhomocisteinémi-
co, pasarfa a ser de riesgo medio si la concentracién de Hsp70i en PMN fuera elevada, tanto en el caso de presentar un
genotipo salvaje (AA) como heterocigédtico (AC) para el polimorfismo 110A>C del promotor del gen hsp70-1, siendo
recomendable introducir un tratamiento con, por ejemplo 4cido félico, para intentar reducir esas cifras; si esa misma
situacién se diera en un sujeto homocigético mutante (CC) para ese mismo polimorfismos, su seguimiento deberia ser
mads exhaustivo, para plantearse la necesidad de implantar tratamientos adicionales, tales como posibles tratamientos
preventivos de la agregacion plaquetaria, por tratarse de un paciente con riesgo elevado que, aunque su clasificacion se-
gtin los factores clasicos no lo indicara asi. La situacién seria similar en un sujeto sin aterosclerosis declarada, pero con
un riesgo >10% segin los pardmetros cldsicos: en caso de presentar hiperhomocisteinemia y Hsp70i intraleucocitaria
baja, habria que implementar las medidas preventivas: estricto control del perfil lipidico (aumentando incluso la dosis
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de estatinas), administracién de 4cido félico, ser riguroso con el ejercicio fisico y el control de peso, administracién de
antiagregantes plaquetarios y controles periddicos mds estrictos con realizacion de electrocardiogramas, posiblemente
con ergometria. Con los pacientes con aterosclerosis declarada y/o existencia de algiin evento cardiovascular previo,
el tratamiento y el seguimiento debe ser exhaustivo; sélo la situacién en la que se conjugaran homocisteinemia baja,
Hsp70i intraleucocitaria alta y genotipo salvaje para el polimorfismo -110A>C del gen Asp70-1 permitiria relajar el
seguimiento y tratamiento.

En cuanto al tratamiento antiagregante a utilizar, como sucede habitualmente, la eleccién del farmaco mds adecua-
do dependera de la familiaridad de cada médico con el farmaco y la evaluacién del cociente riesgo/beneficio que ese
farmaco pueda suponer segtin los efectos secundarios que pueda causar en el individuo. Puede elegirse, por ejemplo,
entre los mds utilizados, como son 4cido acetilsalicilico, ticlopidina y clopidogrel, siendo el acido acetilsalicilico el
mads ampliamente utilizado, a dosis de aproximadamente 100 mg diarios. Pero la administracién de este farmaco por
via oral estaria contraindicada, por ejemplo, en pacientes con antecedentes de Ulcera gastrica, por lo que, en esos casos,
seria preferible optar por otros.

La utilidad de la tabla y la importancia de su aplicacién queda ilustrada por el caso concreto de uno de los pacientes
incluidos en el estudio, que reunia todos los factores de riesgo (hiperhomocisteinemia, baja produccién de Hsp70i y
homocigoto mutante para el polimorfismo -110A>C del gen hsp70-1: considerando factores de riesgo cldsico, su
médico le retird la antiagregacion; unos meses después, sufrié un infarto cerebral a la edad de 44 afios. Su neurélogo
ha considerado conveniente reintroducir la antiagregacion, tal como aconsejaba su clasificacion por aplicacion de la
tabla de riesgo de la presente invencidn y, en el momento de redactar la presente solicitud, el paciente est4 asintomaético.

El procedimiento se ha deducido a partir de los datos obtenidos en un grupo poblacional concreto. Es por ello que,
para evitar ligeras variaciones debidas en la produccién de homocisteina plasmatica total y, principalmente, de proteina
Hsp70i intraleucocitaria, debidas no sélo a variaciones especificas en las condiciones entre grupos poblacionales, sino
a variaciones en las concentraciones detectadas debidas a diferencias en los métodos de determinacién empleados, el

procedimiento de evaluacion del riesgo vascular se ha definido de forma general con referencia a un estudio estadistico
especifico realizado para el grupo poblacional al que pertenezcan los individuos que se vayan a evaluar, definiendo

99 <

las condiciones de “hiperproductor”, “normoproductor” e “hipoproductor” en funcién de la pertenencia de los valores
concretos determinados para ese individuo a determinados percentiles de la distribucion estadistica obtenida para el
grupo poblacional de que se trate. Debe quedar claro, sin embargo, que el concepto de “grupo poblacional” puede
ser universal, y que los valores que marcan los limites entre los percentiles considerados en la definicién general del
procedimiento pueden ser sustituidos por valores establecidos por estudios poblaciones extensivos, que marquen un
limite que determine la hiperproduccién y un limite para la hipoproduccion.

La invencidn se explica ahora con mas detalle mediante los Ejemplos y Figuras que se exponen a continuacion.

Ejemplos

Los ensayos descritos en los siguientes Ejemplos se llevaron a cabo con los siguientes materiales y métodos:

- Poblacion del estudio

La poblacién estudiada incluye personas voluntarias, trabajadores (activos o no) del Hospital General Universitario
Gregorio Maraiién. Los criterios de inclusién establecidos en el estudio fueron:

1) personas de ambos sexos, de edad comprendida entre los 40 y 60 afios, y

2) que otorgan su consentimiento informado. El estudio fue aprobado por la Comisién de Investigacion y la Comi-
sién de Etica de la Investigacién Clinica del Centro.

Los criterios de exclusién aplicados fueron:
e Mujeres gestantes o lactantes.
o Sujetos con infeccién sistémica en los dltimos tres meses.
e Sujetos que presenten:
o Enfermedad oncoldgica o se hallen en tratamiento radio/quimioterdpico.
o Enfermedad autoinmune (artritis reumatoide, lupus eritematoso, sarcoidosis).

o Trastornos endocrinos (excepto diabetes).
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e}

Enfermedad hepética.

(e}

Insuficiencia renal, glomerulonefritis.

o Trastorno cardiaco congénito.

[e]

Enfermedad oncohematoldgica.

En un periodo de 5 meses, se reclutaron 106 voluntarios, estratificada por sexo. Todos ellos cumplian los criterios
de inclusién establecidos en el estudio.

Asi mismo, se incluyeron en el estudio 5 pacientes con patologia vascular (3 mujeres y 2 varones), 3 de ellos
ingresados en el hospital y los otros 2 pacientes ambulantes en seguimiento extra hospitalario, a los que se detect6 una
hiperhomocisteinemia moderada en el momento del estudio. Tras la entrevista se incorporan al estudio 4 miembros de
la familia de uno de los pacientes, 3 de los cuales presentan edades comprendidas entre 30 y 40 afios. Uno de ellos
habia sufrido un evento cardiovascular 2 afos antes. Todos los pacientes y familiares otorgaron el consentimiento
informado.

El estudio se realiza sobre un total de 115 personas, 58 mujeres y 57 varones.

Con todos ellos se llevé a cabo una entrevista en la que se realiz anamnesis y encuesta epidemioldgica, que incluia
edad, antecedentes médicos personales y familiares, tratamientos y aparicion o presencia de enfermedad aguda o cré-
nica. Se tom¢ presion arterial y se realizé la extraccion de sangre para las determinaciones analiticas correspondientes.
- Clasificacion de la poblacion en estudio

El indice de riesgo coronario de los individuos participantes se obtuvo considerando la presencia o ausencia y
grado de severidad de cada uno de los factores de riesgo convencionales, teniendo en cuenta el sexo, la edad, estatus

de fumador, tipo de vida, obesidad, presion arterial sistlica y colesterol total. La Tabla que se presenta a continuacién
recoge los criterios establecidos para catalogar a los individuos en funcién de cada factor individual:

TABLA 2

Clasificacion de la poblacion segiin factores de riesgo cldsicos

Se considera situacion de Criterio
HIPERCOLESTEROLEMIA Colesterol > 200 mg/dl
LDL-colesterol > 115 mg/dl
HDL-colesterol < 40 mg/dl

HIPERTRIGLICERIDEMIA Triglicéridos > 180 mg/dl

HIPERGLUCEMIA Glucosa ayunas: 90-120 mg/dl
Post prandial: 130-160 mg/dl

HIPERTENSION ARTERIAL > 140/ 90 mm Hg

ESTATUS de FUMADOR n° cigarillos/dia: 0 (0)

n° cigarillos/dia:1-10 (1)
n° cigarillos:10-20 (2)
ALCOHOL Ingesta: <40 g/dia (+)
40-80 g/dia (++)

>80 g/dia (+++)

En particular, el 71,3% de la poblacién en estudio se definié como no fumador, el 15,7% fumaba 1-10 pitillos/dia
y el 13,0% declar6 fumar 10-20 pitillos/dia. En cuanto a la ingesta de alcohol, el 53,0% manifesté no ingerir alcohol,
el 39,1% declaré una ingesta de alcohol menor que 40 gramos/dia, el 7,0% ingeria 40-80 gramos/dia y el 0,9% ingeria
mas de 80 gramos de alcohol diarios.

Tras la aplicacién de la carta de riesgo coronario reproducida en la Fig. 1, los individuos participantes en el estudio
quedaron clasificados en los siguientes tres grupos:

> Grupo 0 (GO): Incluye aquellos sujetos sin ningin factor de riesgo vascular.
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Grupo 1 (G1): Incluye los sujetos con factores de riesgo vascular moderado (>=10%) y que no presentan
enfermedad.

Grupo 2 (G2): Incluye los sujetos con enfermedad aterosclerética declarada.

- Obtencion y manejo de muestras de sangre. Estudio bioquimico

Las muestras de sangre se obtuvieron por venopuncion, preferiblemente tras doce horas de ayuno, para que sean
validas para el estudio bioquimico. Se establecié el volumen y tipo de muestra (suero o plasma) necesario para las
determinaciones analiticas previstas, y se extrajeron:

>

5 ml de sangre recogidos sobre tubo con gel separador para obtencidn de suero y estudio bioquimico que
incluye los siguientes analitos: Colesterol, colesterol-HDL, colesterol-LDL, triglicéridos y glucosa.

2 ml de sangre recogidos sobre tubo con EDTA (anticoagulante) para mediciéon de homocisteina total
plasmatica.

2 ml de sangre recogidos sobre tubo con EDTA para extraccién de ADN y estudio de polimorfismos de la
metilentetrahidrofolato reductasa.

2 ml de sangre recogidos sobre tubo seco para medicion de: RCP, Hsp70i y anticuerpos anti HSP70 y anti-
HSP60 en suero.

10 ml de sangre recogidos sobre tubo con EDTA, para el aislamiento de leucocitos polimorfonucleares
neutréfilos por gradiente.

Las muestras obtenidas para el estudio bioquimico, se enviaron al Servicio de Bioquimica, siguiendo las indicacio-
nes establecidas por éste y se procesaron dentro de la rutina diaria, sin que se requiera precauciones especiales en la
preanalitica. Sin embargo, se cumplieron los requisitos especificos de preanalitica para las siguientes determinaciones:

>

>

Los tubos conteniendo las muestras de sangre obtenidas para la medicién de homocisteina, se trasladaron
en frio al laboratorio. El tiempo transcurrido desde la extraccion de sangre hasta la separacion del plasma
por centrifugacion, no superé los 60 minutos. El plasma se almacené a -40°C hasta su cuantificacion.

Las muestras obtenidas para el aislamiento de PMN se trasladaron de inmediato al laboratorio de Biologia
Celular para proceder a su extraccioén, no siendo necesario su transporte en frio. El tiempo transcurrido
desde la obtencidn de sangre hasta la extraccion en el laboratorio fue inferior a 30 minutos.

Para la realizacién del estudio bioquimico, se obtuvo el suero de las muestras por centrifugacién, dividiéndolo
en alicuotas. Una de las alicuotas se envié al laboratorio de Bioquimica, donde ser efectud la medicion de: coles-
terol total, colesterol-HDL, colesterol-LDL, triglicéridos y glucosa, utilizando para ello el analizador Roche/Hitachi
MODULAR ANALYTICS SWA (Roche Diagnostics S.L., Barcelona, Espafia). Otra alicuota se congel6 a -70°C para
posibles comprobaciones y andlisis posteriores.

- Medicion de homocisteina plasmdtica total

La cuantificacién de los niveles de homocisteina total en plasma (tHcy) se realizé6 mediante un procedimiento
analitico de cromatografia liquida de alta resolucién, utilizando reactivos BioRad, en condiciones adaptadas y estan-
darizadas en el laboratorio. Las condiciones cromatograficas fueron:

>

>
>
>

Cromatégrafo Kontron (bomba, inyector automético, horno de columna).
Columna de fase reversa C18 de 70 mm x 3,2 mm (BioRad: Cat. No. 195-4076).
Detector fluorescente SF-25, Kontron (Em:385 nm y Ex:515 nm).

Fase movil (BioRad: Cat.No. 195-4077), en un sistema isocratico con un flujo de 0,8 mil/min.

La cuantificacién de homocisteina total en plasma, requiere liberar previamente la fraccién de homocisteina unida
a proteinas, lo que se realizé mediante reduccién con trialquilfosfina. Se utilizé un método con derivatizacién preco-
lumna y afiadiendo estdndar interno.
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A 25 ul de calibrador (Cat No 195-4082), controles y plasmas, se afiadieron 50 ul de estandar interno (Cat.No.
195-4084), 25 ul de trialquilfosfina (Cat.No0.195-4081) y 25 ul de 4-(aminosulfonil)-7-fluorobenceno-2-oxa-1,3-diazol
(ABD-F), como derivatizante (Cat.No. 195-4079). Se incubé 5 min a 50°C. Después de enfriar, se ailadieron 50 ul de
tricloroacético, para precipitacion de proteinas y se centrifugd (12000 rpm, 15 min., 4°C). 20 ul del sobrenadante
obtenido se inyectaron en el cromatdgrafo.

El tiempo de desarrollo del cromatograma es de 5 min. Este sistema es capaz de separar glutation, cisteina (Cys),
el estandar interno (IS), homocisteina (Hcy) y el dipéptido cisteina-glicina (Cys-Gly). El tiempo de retencién de
la Hey es de 2,44 min. El estudio de imprecision incluy6 controles (BioRad: Cat.No. 195-4085) a dos niveles de
concentracion de tHey (C1=9,8 y C2=33,0 umol/L) y se calcularon los %CV (coeficientes de variaciéon porcentuales)
intra e interandlisis.

Se realiz6 también un test de paralelismo, para el cdlculo de la inexactitud, preparando diluciones sucesivas (1:1)
con fase mévil a partir del control alto (38,5 mmol/L).

La concentracién de tHcy de muestras y controles se calcula segtin la formula:

[tHcy] muestra = Factor tHcy x relacion area pico (tHey / IS) muestra

[Hey] catibrador pmol/L

Factor tHey =
relacion area pico (tHey / IS) catibrador

donde “IS” es el estandar interno.

- Aislamiento de leucocitos polimorfonucleares neutrdfilos (PMN)

El aislamiento de leucocitos polimorfonucleares neutréfilos se realiz6 mediante un procedimiento de separacién en
gradiente. El proceso se realiz6 en condiciones de esterilidad, manipulando las muestras en campana de flujo laminar.
Todos los materiales empleados deben ser debidamente tratados para evitar posibles degradaciones debidas a proteasas.
Para ello, en tubos de centrifuga estériles (NUNC), se afiadieron 3,5 mL de Polymophprep™ (NYCOMED: ref LYS
3702), con una o = 1,113+0,001 g/ml a 20°C, sobre el que se depositaron lentamente 5 ml de sangre. La preparacién
se centrifugé a 450-500 g durante 30 minutos a temperatura ambiente. Después de esta centrifugacidn, los elementos
formes de la sangre se separan por gradiente, quedando los eritrocitos en el fondo y, por encima de ellos, dos bandas
mas claras, de las que la banda inferior corresponde a los PMN.

Se recogid la banda inferior y se deposité sobre una solucién tampén fosfato PBS (17.11 mM NaCl, 0.335 mM
KCl, 0.44 mM KH,PO,, 1.016 mM Na,HPO, pH=7,2), y se volvi6 a centrifugar a 400 g durante 5 min. El precipitado
obtenido con los PMNs se resuspendié en 100 uLL de tampén de ruptura RIPA (Tris-HCI 50 mM pH 7,5, NaCl 150
mM, Nonidet P40 1%, deoxicolato de sodio 0,5%, SDS 0,1%) suplementado con inhibidores de proteasas y fosfatasas
(PMSF 1 mM, ortovanadato sédico 1 mM, leupeptina 10 ug/ml, aprotinina 10 ug/mly pepstatina 10 ug/ml).

Para la obtencién de la fraccion soluble, los lisados celulares se homogenizaron mediante 40 pases de homoge-
nizador Kontes y se centrifugaron a 12000 g durante 15 minutos a 4+2°C. Se recogi6 el sobrenadante y se guardé a
-70°C hasta su posterior procesamiento. Para determinar la viabilidad de los PMNs, se emple6 el test de exclusion del
azul tripan.

El contenido en proteinas de la fraccién soluble se valor6 por el método de microensayo de Lowry, utilizando el kit
comercial para valoracién de proteinas de BioRad (Alcobendas, Madrid). La curva de calibracién se preparé a partir
de una solucién de albimina en un intervalo de 0-10 pg/ml. Las muestras de PMNs se diluyeron hasta una conseguir
una concentracion proteica constante de 20 pg/100 uL.

- Cuantificacion de proteinas Hsp70i intraleucocitarias y séricas

La cuantificacion de los niveles de Hsp70i intraleucocitarias y séricas se realiz6 mediante un enzimoinmunoanalisis
tipo “sdndwich” comercial (Stressgen, StressXpress™ EKS-700, Hsp70 ELISA Kit), en microplaca recubierta de
anticuerpo monoclonal anti-Hsp70, de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Se preparé una curva de calibracidon con 5 puntos, partiendo de un estdndar de [Hsp70i] = 10 ug/mL, obteniendo
un intervalo de 0,78-50 ng/mL, asi como un blanco de reaccién. Se pipetearon por duplicado 100 ul de los estandares,
muestras de suero (diluidas 1:5) y muestras de PMNs diluidas a un contenido proteico de 20 pg/100 uL. La Hsp70i
circulante se une al anticuerpo monoclonal formando un complejo que queda fijado a la microplaca. La adicién de an-
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ticuerpos policlonales de conejo especificos contra estas proteinas y un sustrato de tetrametilbenzidina genera un color
azul de intensidad proporcional a la cantidad de Hsp70i de cada muestra. La reaccién se para afiadiendo H,SO,4 2N. La
intensidad de color producido, se ley6 a una longitud de onda de 450 nm (referencia 540-570 nm). La concentracién
de Hsp70i de las muestras, expresada en ng/ml, se obtiene por interpolacién en la curva estdndar bilogaritmica, de las
absorbancias obtenidas en las muestras desconocidas.

- Cuantificacion de anticuerpos anti-Hsp70 o anti-Hsp60 circulantes

La cuantificacion de los niveles de anticuerpos anti-Hsp70 o anti-Hsp60 en suero se realiz6 mediante un enzimoin-
munoandlisis comercial (Stressgen, StressXpress™, EKS-750 Anti-Human Hsp70 (IgG/IgM/IgA) ELISA Kit o Anti-
human Hsp60 (total) ELISA Kit), en microplaca recubierta de Hsp70 6 Hsp60 humana recombinante, capturando,
respectivamente, los anticuerpos anti-HSP70 6 anti-HSP60 presentes en el suero. La deteccion de los anticuerpos anti-
HSP70 6 anti-HSP60 capturados, se realiz6 mediante la adicién de un anticuerpo policlonal especifico para IgG, IgA
y IgM, conjugado con peroxidasa (Anti-Human GAM-HRP Conjugate). El ensayo se desarroll6 utilizando un sustrato
de tetrametilbenzidina (TMB) que produce un color azul, proporcional a la cantidad de anticuerpos anti-HSP70 o anti-
HSP60 capturados. El desarrollo del color se paré afiadiendo solucién 4cida, lo que da lugar a un color final amarillo.

De acuerdo a las instrucciones del fabricante, se prepard una curva de calibracién con 6 puntos, con las siguientes
particularidades segun el anticuerpo a determinar:

a) en el caso del anti-HSP70, partiendo de un estdndar de Anti-HSP70 de concentracién 10 pg/mL proporcionado
por el fabricante, obteniendo un intervalo de 31,25-1000 ng/mL;

b) en el caso del anti-HSP60, partiendo de un estindar de Anti-HSP60 humano de concentracién 2,5 ug/mL
proporcionado por el fabricante, obteniendo un intervalo 7,81-250 ng/mL.

También se prepar6 un blanco de reaccion.

Se pipetearon por duplicado 100 uL de los estdndares y muestras de suero (diluidas 1:1000) y se incuba 2 horas
a T* ambiente. Tras un lavado de la microplaca, se afiadieron 100 uL del anticuerpo policlonal especifico de IgA,
IgG, IgM conjugado con peroxidasa y se incubé de nuevo 1 hora a T* ambiente. Se lavd y se afiadieron 100 pL del
sustrato tetrametilbenzidina (TMB) y se incub6 durante 15 minutos en oscuridad, y se paré la reaccion por adicion de
H,SO, 2N. La medida de la absorbancia producida se realizé a 450 nm (referencia 540-570 nm). La concentracién
de anticuerpos anti-Hsp70 O anti-Hsp60 de las muestras, expresada en ug/mL, se obtuvo por interpolacién en la curva
estandar de las absorbancias obtenidas en las muestras desconocidas.

La familia de las proteinas Hsp70 contiene varias proteinas, altamente relacionadas cuyo tamafio oscila entre 66
kDay 78 kDa. Concretamente, la proteina de choque térmico inducible por estrés Hsp72 6 Hsp70i es una de ellas, con
alta homologia de secuencia con el resto. Debido a la alta homologia de secuencia entre las Hsp70 y las caracteristicas
del kit utilizado para identificar anticuerpos dirigidos contra la ella, los anticuerpos detectados mediante este método
se denominardn, de forma genérica, “anti-Hsp70”.

- Extraccion de ADN a partir de sangre y PMNs

La extraccién de ADN se realizé utilizando el Kit comercial “High pure PCR Template Preparation” (Roche.
Cat.No. 11796828011), de acuerdo a las instrucciones del proveedor. Este reactivo estd preparado para la extraccion y
purificacién de 4cidos nucleicos a partir de material de diferentes muestras.

En un tubo eppendorff se depositaron 200 uLL de sangre, que se incubaron con 40 uL de proteinasa K y 200 uL
de tamp6n TL, durante 10 min a 72°C. Se afiadieron 100 uL de isopropanol, se mezclé bien y se transfirié a un tubo
con filtro y se centrifugd 1 minuto a 8.000 x g. Se desech¢ el filtrado y sobre el contenido de ADN (retenido en el
filtro), se afiadieron 500 uL de tamp6n inhibidor, [guanidine-HCI 5 M, Tris-HCI 20 mM, pH 6,6 (25°C)], preparado
con etanol para obtener la concentracién final. Se centrifugd 1 minuto a 8.000 x g, procediendo de igual manera a lo
descrito anteriormente. Tras 2 lavados del filtrado, éste se centrifugd durante 10 segundos a 13.000 x g para optimizar
el rendimiento de la extraccidon. Finalmente el filtrado se deposité sobre un nuevo tubo eppendorff de 1,5 mL, se
afiadieron 200 uL de tampdn de elucién previamente calentado a 70°C y se centrifugé 1 min a 8.000 x g. E1 ADN
obtenido se congel6 a -40°C hasta su uso.

También se procedié a la extracciéon de ADN de los PMN:ss, aislados y congelados a -70°C, segtin se describe en el
apartado “Aislamiento de leucocitos polimorfonucleares neutréfilos (PMN)”, utilizando el Kit High puré PCR template
Preparation (Roche. Cat.No. 11 796 828 011), de acuerdo con el procedimiento descrito en el parrafo anterior.

La concentracién final de ADN se determiné espectrofotométricamente: en una cubeta de cuarzo de 1 ml de
volumen, afiadir 990 ul de agua y 10 ul de la preparacién de ADN gendmico.
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DO260 x 100 x 50
Concentracion de ADN (ug / ml) =

1000

Las muestras se alicuotearon y conservaron a -80°C.

- Estudio molecular del polimorfismo 677C>T del gen de la MTHFR

El polimorfismo involucra el cambio de una citosina (C) por timina (T) en la posicion 677 (677C>T), en el ex6n 4
del gen. Esto se traduce en un cambio de alanina por valina en el aminoacido 222 de la proteina. El estudio molecular
se realiz6 por PCR-RFLP y por PCR a tiempo real.

a) PCR-RFLP

El procedimiento utilizado para la deteccién del polimorfismo 677C>T, requiere la amplificaciéon por PCR de un
fragmento del gen que codifica para la MTHFR, sobre el que se detecta la presencia o ausencia de un cambio de base.
El cambio de una base C por T, genera un sitio de restriccién para Hinf 1. El fragmento estudiado tiene una longitud

de 209 pb.

Basicamente: 0,5-2,0 ug de ADN genémico se amplificaron con 50 ng de los siguientes cebadores:

F-C677T (+): 5'TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA-3’ (directo) (SEQ ID NO:1).

R-C677T (-): 5’AGGACGGTGCGGTGAGAGTG-3’ (inverso) (SEQ ID NO:2).

La PCR se llevé a cabo en un volumen final de 50 uL, con la composicién siguiente: 5 uLL de tampén TAE 10X
(Tris-HCI 10 mM, pH 8.3), 5 uL. de tampén TAE 10X (Tris-HCI 10 mM, pH 8.3), 2,5 uL. C1,Mg 50 mM, 0,4 uL. dANTPs
100 mM, 0,5 uL. F-C677T (+), 0,5 uL F-C677T (-), 3,0 uL. ADN, 37,2 uL. H,O desionizada, 0,5 uL. TAQ Polimerasa
(1,25 U).

Las condiciones de PCR en termociclador i-Cycler de BioRad son:

1) Desnaturalizacién inicial a 94°C, 2 min.

2) 40 ciclos de: Desnaturalizacién: 94°C, 30 seg; Anillamiento: 62°C, 30 seg.; Extension: 72°C, 30 seg.

3) Extension final: 72°C, 10 min.

4) Final mantenido a 4°C hasta retirar PCR.

La digestion del producto de PCR, se llevé a cabo con la enzima de restriccién Hinf 1. La PCR genera un producto
de 198 pb, de forma que si existe la mutacién tiene un sitio de restriccion para Hinf 1, origindndose dos fragmentos de
175 pby 23 pb.

La electroforesis se realizé sobre gel de agarosa al 4%, y la visualizacién de las bandas se realizé con bromuro de
etidio, identificando las bandas mediante transiluminador de UV.

b) PCR a tiempo real

Se realiz6 una PCR a tiempo real, con el sistema LightCycler (LC) de Roche Applied Science, en un termociclador
de alta velocidad, que dispone de una cdmara térmica en la que la temperatura de ciclacién se alcanza rdpidamente
ya que el sistema utiliza aire, de forma que se produce una temperatura mas homogénea que en un termociclador
convencional y se logra una exactitud en la rampa de T* de + 0,3°C. El sistema permite variar 20°C/segundo.

La PCR se llev6 a cabo en capilares de borosilicato con capacidad para 20 ul de muestra. El protocolo utilizado
es el denominado FRET (Fluorescente Resonante Transfer), en el que un fluoréforo donante, excitado por luz externa
(4=530 nm), emite luz que es absorbida por un segundo fluoréforo préximo a él (aceptor), el cual emite luz a una
longitud de onda diferente del donante (1=640 nm), siendo el sistema capaz de medir esta luz. El protocolo se basa en
la utilizacién de sondas de hibridacién.
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Baésicamente, después del anillamiento (apareamiento) de los cebadores al ADN desnaturalizado, se realiza la
hibridacién en el ADN de dos sondas distintas y préximas entre si, de forma que una esté marcada en su extremo
3’ (flouréforo donante) y la otra esté marcada en su extremo 5’ (fluoréforo aceptor). Una vez excitado el flur6foro
donante, se produce la transferencia de luz, la excitacién del fluoréforo aceptor y la correspondiente emision de luz
que se recoge en un fotodiodo. La emision de luz serd directamente proporcional al nimero de ciclos de PCR y a la
cantidad de ADN. El procedimiento permite monitorizar la amplificacién en tiempo real y monitorizar los cambios
en la temperatura de fusién de las sondas utilizadas si existe una mutacién. Para ello una de las sondas utilizadas
debe cubrir la zona en la que se encuentra la mutacién. Si no existe mutacién, la sonda hibrida perfectamente y su
temperatura de fusion serd més alta que cuando exista la mutacién, ya que al existir un desapareamiento la temperatura
de fusién del hibrido formado es menor. Todas las reacciones se realizan en el mismo capilar sin necesidad de abrirlo,
lo que disminuye el riesgo de contaminacion.

El andlisis molecular se realizé utilizando la mezcla Roche FastStar™ S Master, que contiene la Taq polimerasa,
Mg?* (Roche Cat:) y el kit LihgtMix® human MTHFR C677T (TIB MOLBIOL Cat.-No. 40-0095-16), que contiene
los cebadores y sondas especificas de la mutacién 677C>T.

Se amplificé un fragmento de 233 pb y los fragmentos de PCR resultantes se analizaron con sondas de hibridacién
marcadas con LightCycler® Red 640. La identificacién de los distintos genotipos se realizé mediante el andlisis de las
curvas de fusién, en referencia a las TM especificas. El genotipo CC (WT) presenta una TM=63,0°C, mientras que el
genotipo TT (HM) presenta una TM=54,5°C.

Brevemente, cada vial conteniendo las sondas y cebadores liofilizados, para 16 reacciones, se reconstituy$ con
66 uL de H,O grado PCR y se mantuvo a -20°C hasta su utilizacién. Los volimenes utilizados por cada reaccion se
resumen a continuacion:

Componente Volumen(ul)
Agua grado PCR 7,0
Master Mix 4,0
Cebadores y Sondas 4,0
ADN 5,0
Total: 20 pl

Asi, en un tubo eppendorff se preparé el volumen necesario de la mezcla que contiene la Taq polimerasa, Cl,Mg,
cebadores y sondas, completando con H,O, teniendo un volumen final de 15 uL. por muestra, que se depositaron
en los capilares especificos del sistema LC, mantenidos a T* de 0-4°C. Sobre la mezcla de reaccién, se pipetearon
5 uLL. de ADN de muestras, control positivo (heterocigoto) y control negativo (H,0), para asegurar que no existieran
amplificaciones inespecificas.

La PCR se llevé a cabo en un volumen final de 20 uL, de acuerdo con el siguiente protocolo:

Ciclo del Programa Desnaturalizacién

Ciclos 1

Temperatura Objetivo(°C) 95

Tiempo Incubacion (seg) 600

RatioTemperaturaTransicion 20

(°C/seg)

Modo Adquisicién Ninguno

Ciclo de Programa PCR- Amplificacién

Ciclos 45

Modo anélisis Cuantificacion

Temperatura Objetivo Segmento Segmento Segmento
1 2 3

Temperatura Objetivo (°C) 95 55 72

Tiempo Incubacion (seg) 5 10 15

RatioTemperatura Transicion 20.0 20.0 20.0

(°C/seg)

Modo Adquisicién Ninguno Simple Ninguno
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Programa de Ciclos Fusién

Ciclos 1

Modo de Analisis Curvas de Fusién (Melting)

Temperatura Objetivo Segmento Segmento Segmento
1 2 3

Temperatura Objetivo (°C) 95 40 73

Tiempo Incubacion (seg) 20 20 0

RatioTemperatura Transicion 20 20 0.2

(°C/seg)

Modo Adquisicion Ninguno Ninguno Continuo

Programa de Ciclos Enfriar

Ciclos 1

Modo Anélisis Ninguno

Temperatura Objetivo (°C) 40

Tiempo Incubacion (seg) 30

Ratio Temperatura Transicién 20

(°C/seg)

Modo de adquisicién Ninguno

El procedimiento de la PCR tuvo una duracién de 20-30 min. El andlisis de las curvas de fusién se realizé tomando
la derivada de la fluorescencia con respecto a la temperatura, lo que permite identificar el genotipo homocigoto normal
o salvaje (wild type, WT), en el que se obtiene un solo pico a temperatura de fusion TM=63,0°C, frente al genotipo
homocigoto mutado (HM), para el que se obtiene un pico a TM=54,5°C. En el estado de heterocigoto se obtendran
dos curvas cuya TM corresponderan con los genotipos WT y HM.

- Secuenciacion de la region reguladora del gen hsp70-1 (HSPAIA, NT_007592)

A) Amplificacion de la region reguladora

Un fragmento de 1053 pb, que comprende el promotor, la regién flanqueante 5° del gen hsp70-1 y parte de la region
codificante, se amplificé mediante PCR a partir del ADN gendémico aislado de los PMNs de cada uno de los individuos
sujetos a estudio. Dada la longitud del fragmento, éste se secuencié en dos fragmentos, y después se acoplaron las dos
subsecuencias obtenidas. Para ello se utilizaron cebadores especificamente disefiados a partir de la secuencia publicada
(GenBank, NT_007592), tal y como se recogen en la Tabla siguiente, en la que se resumen las secuencias utilizadas
y sus propiedades. Los cebadores se han disefiado para conseguir una temperatura de fusiéon o melting (TM) similar,
de forma que el contenido de bases de adenina y timina (A+T) y de guanina y citosina (G+C) sea similar en todos los
cebadores.

(Tabla pasa a pdgina siguiente)
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TABLA 3
Cebadores de amplificacion de la region reguladora del gen hsp70-1

Cebador Secuencia Propiedades
F1 (Directo) 5’ACTGCACAACCGGGGTCCCC 3° | GHC: 14 (14*4 = 56)
(SEQ ID NO:3) A+T:6 (6*2=12)

Temperatura melting (TM): 68°
(PCR: Annealing, 64°)

R1 (Inverso) 5 AGTCGTCACGGAGACCCGCC 3 |GH+C: 14

(SEQ ID NO:4) A+T:6

Temperatura melting (TM): 68°
(PCR: Annealing, 64°)

F2: (Directo) 5 GGCGGCACTCTGGCCTCTGA 3* |G+C: 14

(SEQ ID NO:5) A+T:6

Temperatura melting (TM): 68°
(PCR: Annealing, 64°)

R2C (Inverso) |5° GGCCATGCCGGTTCCCTGCT3* |G+C: 14

(SEQ ID NO:6) A+T: 6

Temperatura melting (TM): 68°
(PCR: Annealing, 64°)

R2D (Inverso) |5 GCCAGTGCTTCATGTCCGAC3® |G+C: 12

(SEQ ID NO:7) A+T: 8

Temperatura melting (TM): 64°
(PCR: Annealing, 64°)

El disefio de los cebadores permite obtener la secuencia completa del promotor, desde el nucleétido situado en
posicion 22641002 del gen, donde se aparea el cebador directo F1, hasta el nucleétido en posicién 22642055, donde
se aparea el cebador inverso R2D, de forma que queda comprendida la secuencia flanqueante y parte de la regién
codificante. Con estos cebadores, el procedimiento seguido fue:

a) Se realizé una primera PCR con la pareja de cebadores F1 (directo) y R2D (inverso), para amplificar el fragmento
de 1053 pb.

b) A partir de este primer fragmento, se realizaron otras cinco reacciones de PCR, cada una con las siguientes

parejas de cebadores: F1/R1; F1/R2C; F2/R1; F2/R2C; F2/R2D.

Con ello se obtienen cinco fragmentos de diferente tamao, todos ellos incluidos dentro del rango de andlisis para
el secuenciador automatico utilizado (450-500 pb). A partir de ellos se obtienen cinco subsecuencias, que se solapan
entre ellas y que permiten el analisis completo del fragmento FIR2D (1053 pb).

La PCR para la amplificacién de los fragmentos correspondientes se llevé a cabo en un volumen final de 100
ul, siguiendo las instrucciones del kit High fidelity PCR Master, (Roche, ref 2-140-314), utilizando la “Master Mix”
(Promega, ref M7502). Para ello, se pipetearon en un tubo eppendorff 50 ul de la mezcla (master mix) que contiene la
Taq polimerasa y Cl,Mg, 1 ul de cada uno de los cebadores, 7,35 ul de ADN (aprox 400 ng) y se completé hasta 100
ul con H,O.

Las PCRs se llevaron a cabo segtn las condiciones siguientes:

1) Desnaturalizacion inicial: 95°C, 2 min.

2) 40 ciclos de: desnaturalizacion: 94°C, 30 seg; annealing (anillamiento o apareamiento): 62°C, 30 seg; extension:
72°C, 45 seg.

3) extension final 72°C, 7 min.

4) final mantenido a 4°C hasta retirar PCR.

El producto amplificado se purificé utilizando el kit de purificacién de productos de PCR (Roche): High Pure PCR
Product Purification Kit (Ref 1 732 676).
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Una vez realizada la PCR, se cuantificaron los productos amplificados aplicando una alicuota sobre un gel de
agarosa al 0,6%, con patrones de pesos moleculares, que contenian una cantidad conocida de ADN.

B) Secuenciacion y andlisis de la secuencia

La secuenciacién automatica se realiz6 en secuenciador de 16 capilares ABI PRISM 3100 en la Unidad de Secuen-
ciacién del Hospital General Universitario “Gregorio Marafién”. Se utiliz6 el método de Sanger de terminacién de
cadena, mediante el kit comercial BigDye Terminador Sequencing (Applied Biosystems), en el cual los didesoxirribo-
nucledtidos terminadores estdn marcados con compuestos fluorescentes (A: dicloro (R6G); C: dicloro (ROX); dicloro
(R110); T: dicloro (TAMRA). Los productos obtenidos de las reacciones se separaron mediante electroforesis en gel
de poliacrilamida, cuya parte inferior es iluminada por un rayo laser, de forman que al pasar los distintos fragmentos
marcados se excitan y producen fluorescencia, que se recoge un detector con filtros de distintas longitudes de onda,
conectado a un software que convierte el orden de las moléculas fluorescentes, segtin su longitud de onda, en una
secuencia lineal de ADN que se almacena en un CD para su posterior andlisis.

Las secuencias obtenidas de los productos de PCR, se editaron utilizando el software especifico Chromas 2, ad-
quirido a tal efecto. Este mismo software se usé para ensamblar las secuencias parciales resultantes de cada carrera, lo
que permitié determinar la secuencia completa del producto amplificado. Las secuencias problema se comparan con
la secuencia de la regién gendmica correspondiente publicada en GenBank (NT_007592) cuyo cédigo de acceso es gi:
51465675. Los resultados de este andlisis permiten identificar polimorfismos de un tnico nucleétido y, en el presente
caso, donde los polimorfismos ya son conocidos, averiguar la forma del polimorfismo que aparece en cada una de las
copias del gen de un individuo, cada una de las cuales correspondera a una de los cromosomas del par conocido como
cromosoma 6.

- Cdlculo de la frecuencia alélica de los polimorfismos
La frecuencia alélica relativa para los polimorfismos estudiados, se obtiene considerando los valores absolutos

de los genotipos obtenidos en la poblacién estudiada, dividiendo por el nimero total de observaciones, aplicando
principios de la herencia monogénica. Asi la frecuencia relativa de dos alelos N (Normal) y M (Mutado) se calcula:

N° Casos N/N x2 + N° Casos N/M

Frecuencia alelo N (p) =
N° Casos Total x 2

N° CasosM/M x2 + N° Casos N/M

Frecuencia alelo M (g) =
N° Casos Total x 2

La probabilidad de que un individuo tenga un genotipo determinado (esperado) en el locus NM, depende de la
frecuencia de los alelos N y M, obteniendo la probabilidad para:

N/ N=pxp;M/M=gxq;NM=(pxq)+ (px q) de forma que las frecuencias de las tres combinaciones alélicas
serd: p* + 2pq + ¢*.

El hecho de que los genotipos se distribuyan en proporcion a las frecuencias de alelos individuales en una poblacién
y permanezcan constantes de generacion en generacion constituye el principio bésico de la genética poblacional (Ley
de Hardy-Weinberg).

- Andlisis estadistico

Para variables cuantitativas se realiz6 la comparacion de medias para muestras independientes, mediante la prueba
T, para un intervalo de confianza del 95%, con un valor de significacién de p<0,05. En el caso de existir tres categorias,
se llevé a cabo la comparacién de medias con la prueba ANO VA de un factor, para comparaciones multiples “post
hoc”, con correccién de Bonferroni, para un nivel de significacién de p<0,05.

Para variables cualitativas o variables cuantitativas con bajo tamafio muestral y dos categorias, se realizé la com-
paracién de medias entre 2 muestras independientes mediante la prueba no paramétrica de U de Mann-Witney, para
un intervalo de confianza del 95% y un nivel de significacion de 0,05 (bilateral). En el caso de existir tres categorias
se llevé a cabo la prueba para varias muestras independientes de H de Kruskal-Wallis.
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Se realizaron correlaciones bivariadas para variables cuantitativas obteniéndose el coeficiente de correlacion de
Pearson, con prueba de significacion bilateral, con nivel de significacién de 0,05 (bilateral).

Para variables cualitativas o cuantitativas de bajo tamafo muestral se realizaron correlaciones no paramétricas
5 bivariadas obteniéndose el coeficiente de correlacion Rho de Spearman, con prueba de significacion bilateral.

Se calcul6 la razén de prevalencias mediante tablas de contingencia 2x2, obteniendo como estadisticos y* y el
exacto de Fischer. Se realizaron comparaciones logisticas.

10 El andlisis estadistico de los datos se realiz6 con el programa SPSS v:12.0 para Windows XP.

- Ejemplo 1
15 Poblacion estudiada: Distribucion de la misma y Niveles de los pardmetros en estudio
1.1. Andlisis descriptivo de la poblacion estudiada
Tal como se ha comentado previamente, el estudio incluye una muestra de 115 sujetos, con una edad media de
20 48,57+6,77 (x = SD) afios, seleccionados de forma aleatoria y estratificada por sexo. No existen diferencias significa-
tivas para la variable edad (mujeres: media de 49,12 afios; hombres: media de 48,00) entre ambos grupos (p=0,523).
Todos los sujetos en estudio, a excepcidn de los pacientes con enfermedad cardiovascular conocida, son sujetos a
priori sanos. Sin embargo, tras aplicar la carta de riesgo coronario Task Force Chart, 1os sujetos participantes en el

25 estudio, quedaron distribuidos de la siguiente manera:

> En el GO, sin factores de riesgo vascular (NO FRV), se incluyeron un total de 76 individuos (66,1% de la
poblacién en estudio), de los que 44 (57,9%) son mujeres y 32 (42,1%) varones.

30 > En el grupo GI, con factores de riesgo moderado (FRY Moderado), se incluyeron un total de 29 sujetos
(25,2% de la poblacién en estudio), 9 de ellos mujeres (31,0%) y 20 varones (69,0%).

> En el grupo G2, con enfermedad declarada, quedaron incluidas 10 personas (8,7% de la poblacién en
estudio), 5 mujeres y 5 varones.

35
La Tabla que se presenta a continuacion recogen las frecuencias y distribucién encontradas al agrupar por grupo de
riesgo y sexo. Las diferencias de frecuencias con respecto al sexo encontradas entre los GO y G1, son estadisticamente
significativas (p=0,042), de forma que las mujeres se clasifican mayoritariamente en el grupo GO.
40
TABLA 4
Frecuencia de casos por grupo de riesgo y edad, agrupada por sexo
45
Grupo de Riesgo | Sexo | Frecuencia | Porcentaje | Edad | s
GO | NOFRV mujer 44 57,9 | 48,64 | 54
varén 32 42,1 | 46,03 | 4,1
30 Total 76 100,0
G1 | FRV MODERADO mujer 9 31,0 | 51,78 | 5.8
varén 20 69,0 | 49,60 | 10,2
ss Total 29 100,0
G2 | ENFERMEDAD mujer 5 50,0 | 48,60 | 12,8
varon 5 50,0 | 54,20 | 2,68
Total 10 100,0
60
Los 5 pacientes y los 4 sujetos miembros de la familia incluidos en el estudio, quedaron clasificados de la siguiente
forma: 6 de ellos (4 mujeres y 2 varones) se incluyeron en el G2, mientras que los 3 restantes (1 mujer, 2 varones)
quedaron incluidos en el G1.
65

Como consecuencia del estudio, se instaur¢ tratamiento preventivo en 15 individuos identificados como pertene-
cientes al G1, a los que se les ha ofrecido seguimiento clinico. Esto corrobora la idea del desconocimiento del estado
de salud cardiovascular de gran parte de la poblacién.
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1.2. Valores de los pardmetros analizados: homocisteinemia

Las caracteristicas analiticas del procedimiento utilizado, para la medicién de homocisteina total expresada en
pmol/L, se resumen a continuacién:

TABLA 5

Caracteristicas del procedimiento de medida de homocisteina total

Intervalo de medicion (Linealidad) 1,2-40
Limite de deteccion ([ | minima medible) 1,2
Nivel 1(9,8) Nivel 11 ( 38,5)
Imprecision intraserie (%CV) 6,7 4,2
Imprecision interserial (%CV) 8,6 7,5
Valores de referencia Hombres Mujeres
Pos =13 Pos=11

Para establecer los valores de referencia, se recogieron muestra de sangre de forma anénima no relacionable, de
un grupo control de 107 donantes sanos (53 varones y 54 mujeres), con un rango de edad comprendido entre 18 y 64
afios. La tabla siguiente describe los datos obtenidos en la poblacién de donantes sanos:

TABLA 6

Estadistica sobre los valores de homocisteinemia en la poblacion sana

Hcy

(HPLC) Sexo | N | Min. | Max. | Media | Mediana s 7 de K-S Pos

Mujer | 54 | 2,78 | 16,86 | 6,36 5.68 2,36 | 1,466 | 11.10
Varén | 53 | 4,08 | 1895 | 8,27 8.10 291 | 1,737 | 13.37

El test de ajuste a la normalidad de Kolmogorov-Smirnov demuestra que la tHcy no se ajusta a una distribu-
cién normal en ninguno de los grupos. El valor de tHcy, por encima del cual se considera situacién de hiperho-
mocisteinemia, quedd establecido como percentil 95, para cada grupo, siendo de [tHcy]=11 umol/L para mujeres y
[tHcy]=13 umol/L para varones. Aplicando el punto de corte establecido por sexo, se observa que las mujeres pre-
sentan una frecuencia de hiperhomocisteinemia (13,8%) superior a los hombres (8,8%) mientras que, en la poblacién
total, la prevalencia de hiperhomocisteinemia es del 11,3%.

Al aplicar la prueba de Kolmogorov-Smirnov de ajuste a la normalidad, los valores concentracién de homocisteina
obtenidos NO se ajustan a una distribucién normal (Z=1.753, p=0.004), presentando una concentracién media de
8,46 umol/L.

TABLA 7

Prueba de Kolmogorov-Smirnov en la poblacion en estudio

Homocisteina (umol/L) | N | Min. | Max. | Media K3 Z de K-S %%ZZZ‘;
Poblacion global 115 4 36 8,46 | 3,669 1,753 0,004*
Sexo: mujer | 58 4 13 7,72 2,25 1,485 0,024*
varon| 57 5 36 921 | 4,59 1,703 0,006*

El célculo de la significacion asintdtica bilateral, para la variable de agrupacion “sexo”, indica que existen dife-
rencias significativas para los niveles de homocisteina total entre ambas poblaciones, con un nivel de significacién de
p=0,053. Los varones presentan niveles de homocisteina total superiores al grupo de las mujeres, siendo las diferencias
estadisticamente significativas. Esto se confirma con la prueba T de comparacién de medias (p=0,029).
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También se analiz6 la distribucién de valores de homocisteinemia total por grupo de riesgo vascular, tal como se
muestra en la siguiente tabla:

TABLA 8

Distribucion de tHcy por grupos de riesgo vascular

Homocisteina (umoUL) | N | Min. | Méx. | Media | s | ZdeK-S f,’fl;’fe’;’;‘l’)’
GO NO FRV 76| 4| 12| 768 198 1518 0,020
Gl FRV MODERADO | 20| 4| 36 976| 587 1,499 | 0,022*
G2 ENFERMEDAD 10| 6| 18] 10,60| 3.80 0,515 0,953

La prueba KRUSKAL-WALLIS (Chi-cuadrado: 8,209; G1: 2; significacion asintética: 0,016) arroja diferencias es-
tadisticamente significativas entre grupos con nivel de significacioén (p=0,016). La prueba de Mann-Whitney demostrd
las diferencias entre los grupos GO:G1 (p=0,056) y GO:G2 (p=0,014). El anélisis de Bonferroni lo confirmé (p=0,024
y p=0,047).

Asi, al segmentar por grupo de riesgo vascular, se demuestra que en los grupos con factores de riesgo vascular
moderado (G1) y de enfermedad declarada (G2) la prevalencia de hiperhomocisteinemia es significativamente mayor
(Chi-cuadrado: 0,03; Fisher: 0,04) que en el grupo sin factores de riesgo (GO0), la prevalencia de hiperhomocisteinemia
(5,3%) es similar a la descrita en la poblacion general.

Estos datos corroboran la hipétesis que considera la hiperhomocisteinemia como factor independiente de riesgo
vascular.
1.3. Valores de los pardmetros analizados: Hsp70i en PMNs

Las caracteristicas analiticas del procedimiento utilizado para la medicién de Hsp70i intraleucocitaria, determinada
a partir de leucocitos neutrdfilos polimorfonucleares y expresada en ng/mL, se resumen a continuacion:

TABLA 9

Caracteristicas del procedimiento analitico de Hsp70i en PMNs

Intervalo de medicién (Linealidad) 0,78-50
Limite de deteccion ([ ] minima medible) 0,40
Imprecision intraserie (%CV) <10%
Imprecision interserial (%CV) <10%
Valores de referencia 0-64

Obtenidos los valores por interpolacién en la curva de calibracién incluida en cada uno de los ensayos realizados,
expresados en ng/ug de proteina, cuantificada por Lowry, los valores estadisticos obtenidos en la poblacién analizada
son los siguientes:

TABLA 10

Datos estadisticos de Hsp70i en PMNs de la poblacion en estudio

Hsp70iPMN (ng/ug | | Mo | Max. | Media | s | Z de K- | Si&asintot
proteina) (bilateral)
Poblacién global 15| 2,62| 160,75| 31,39] 21,63 1,066 0,206
Sexo mujer 58| 4,64| 7491| 3233 1896] 0,741 0,642
varén 57| 2,62 160.75| 3044 | 24,18 1,022 0,248

Gra GO NO FRV 76| 2,62 74.63| 2968 1750| 0,812 0,524
po GL:FRVMODERADO | 20| 567| 160,75| 3643|3137| 00914 0,373
G2: ENFERMEDAD | 10| 792| 5428| 2082|1332| 0,504 0,961
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Al aplicar la prueba de Kolmogorov-Smirnov de ajuste a la normalidad, los valores concentracién de Hsp70i en
PMNs obtenidos se ajustan a una distribucién normal (Z=1,066, p=0,206), presentando una concentracién media de
31,39 ng/ug proteina. En cuanto a la distribucién por sexos, aunque no existen diferencias significativas para los niveles
de Hsp70i en PMN entre ambas poblaciones (p=0,641), las mujeres presentaban niveles mds altos que los varones.

En cuanto a la distribucién por grupo de riesgo vascular, el grupo G1 presenta los niveles més elevados de Hsp70
intraleucocitarios, siendo superiores a los del grupo GO sin factores de riesgo. La prueba de KRUSKAL-WALLIS
demostr6 que no existian diferencias significativas entre los grupos. La prueba de ANOVA vy el andlisis de Bonferroni
lo confirmaron. El aumento de Hsp70i intracelular en el grupo G1 no se asocia con otros factores de riesgo vascular
clasicos como sexo, hipercolesterolemia, hipertension o diabetes.

El hecho de que en el grupo de individuos con enfermedad declarada (G2) se produzca una disminucién de Hsp70i
podria indicar que, en situacion de enfermedad, el sistema de produccién de Hsp70i intracelular se agotaria.
1.4. Valores de los pardmetros analizados: Hsp70i en suero

Las caracteristicas analiticas del procedimiento utilizado para la medicién de Hsp70i sérica, expresada en ng/mL,
se resumen a continuacion:

TABLA 11

Caracteristicas del procedimiento analitico de Hsp70i sérica

Intervalo de medicion (Linealidad) 0,34-6,25
Limite de deteccion ([ ] minima medible) 0,30
Imprecisién intraserie (%CV) <10%
Imprecision interserial (%CV) <10%
Valores de referencia Pys = 3,93

Obtenidos los valores por interpolacion en la curva de calibracién incluida en cada uno de los ensayos realizados,
los valores estadisticos obtenidos en la poblacién analizada son los siguientes:

TABLA 12

Datos estadisticos de Hsp70i sérica de la poblacion en estudio

Hsp70i sérica (ng/mL) N | Min. | Max. | Media s Z de K-S %‘?}ZZ:Z)’
Poblacion global 115| 0,19 7,54 1,65| 1,04 1,612 0,011*
Sexo mujer s8] 0.19 4.03 1.56 | 091 1.036 0.233

varén 57 0.33 7.54 175! 1.16 1.378 0.045*

Gru GO: NO FRV 76 0.19 4.22 1.60 | 0.92 1.192 0.117
po GIl:FRVMODERADO | 29| 0.57 7.54 170 | 739 0.379 0.045*
G2: ENFERMEDAD 10] 031 2.73 142 0.76 0.495 0.967

Al aplicar la prueba de Kolmogorov-Smirnov de ajuste a la normalidad, los valores concentracién de Hsp70i en
suero obtenidos no se ajustan a una distribucién normal (Z=1,612, p=0,011), presentando una concentracién media de
1,65 ng/mL.

En cuanto a la distribucién por sexos, aunque no existen diferencias significativas para los niveles de Hsp70i
circulantes entre ambas poblaciones (p=0,347), los varones presentaban niveles mds altos que las mujeres.

En cuanto a la distribucién por grupo de riesgo vascular, el grupo G1 presenta los valores més altos, de importancia
biolégica relevante. La prueba KRUSKAL-WALLIS (Chi-cuadrado: 1,124; G1: 2; sig. Asintética: 0,570) demostré que
no existen diferencias significativas entre los grupos. ANOVA y el andlisis de Bonferroni lo confirmaron.

Los datos recogidos en la Tabla 12 reflejan una situacion similar a la anterior (Hsp70i en PMNs), de manera que

los niveles mas bajos de Hsp70i séricas se presentan en el grupo de riesgo vascular G2. Esto parece ser compatible con
la hipétesis de que el aumento de la expresion de Hsp70i intracelular provocaria su movilizacién hacia la membrana
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celular, produciéndose la salida de la célula, de tal manera que la concentracién de Hsp70 circulantes podria reflejar
el balance entre su secrecién por arterias sanas y su degradacion por las proteasas aterosclerdticas, constituyen un
probable indicador de la situacién intracelular. Asf, los individuos con enfermedad aterosclerética tendrian los valores
m4s bajos de Hsp70i sérica.

1.5. Valores de los pardmetros analizados: Anticuerpos anti-Hsp70i
Las caracteristicas analiticas del procedimiento utilizado para la determinacién de los niveles de anticuerpos anti-

Hsp70i, expresados en pg/mL, se resumen a continuacion:

TABLA 13

Caracteristicas del procedimiento analitico de anti-Hsp70

Intervalo de medicién (Linealidad) 31,25-1000
Limite de deteccion ([ ] minima medible) 6,79
Imprecision intraserie (%CV) <10%
Imprecision interserial (%CV) <10%
Valores de referencia 255-1205

Obtenidos los valores por interpolacién en la curva de calibracién incluida en cada uno de los ensayos realizados,
los valores estadisticos obtenidos en la poblacion analizada son los siguientes:

TABLA 14

Datos estadisticos de anticuerpos anti-Hsp70i de la poblacion en estudio

Hsp70i sérica (ng/mL) | N | Min. | Méax. | Media § Z de K-S ‘Z%Z;;:’;Zt
Poblacién global 115 | 201.53 | 1632,41 593,43 | 271,63 1,013 0,256
Sexo mujer 58 | 201.53 | 1450.12 601.01 | 266.44 0.931 0.351

varon 57 | 23430 | 1632.41 585.72 | 278.98 0.835 0488

Gru GO:NOFRV 76 | 201.53 | 1358.06 599.00 | 262.26 0.860 0.450
po Gl:FRV MODERADO | 29| 23430 | 1632.41 574.86 | 312.91 1:039 0.231
G2: ENFERMEDAD 10 | 267.91 | 1180.60 604.95 | 235.18 0.783 0.573

Al aplicar la prueba de Kolmogorov-Smirnov de ajuste a la normalidad, los valores de anticuerpos anti-Hsp70i
obtenidos se ajustan a una distribucién normal (Z=1,013, p=0,256), presentando una concentracién media de 593,43
01 ug/mL.

En cuanto a la distribucién por sexos, no existen diferencias significativas entre ambas poblaciones (p=0,764 segin
la prueba T).

En cuanto a la distribucién por grupo de riesgo vascular, la prueba de KRUSKAL-WALLIS (Chi-cuadrado: 0,951;
gl: 2; sig. Asintdtica: 0,622) demostré que no existen diferencias significativas entre los grupos. ANOVA vy el andlisis
de Bonferroni lo confirmaron.

Los datos obtenidos son compatibles con la hipétesis de que, al aumentar los niveles de Hsp70 séricas, ejercerian
como autoantigenos, provocando la sintesis de anticuerpos anti-Hsp70. Segtn los datos de la Tabla 14, al aumentar las
Hsp70 séricas, aumentaria la formacién de complejos antigeno-anticuerpo, disminuyendo los niveles de anticuerpos
circulantes, situacién que reflejaria lo que sucede en el grupo G1. Lo contrario ocurriria en GO y G2 donde, aunque
por razones opuestas, la formacion de complejos seria menor, dado que los niveles de Hsp70 séricas serian menores,
aumentando los niveles de anti-Hsp70 circulantes.
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1.6. Valores de los pardmetros analizados: Anticuerpos anti-Hsp60

Las caracteristicas analiticas del procedimiento utilizado para la determinacion de los niveles de anticuerpos anti-
Hsp60, expresados en ug/mL, se resumen a continuacion:

TABLA 15

Caracteristicas del procedimiento analitico de anti-Hsp60

Intervalo de medicion (Linealidad) 7,81-250
Limite de deteccion ([ ] minima medible) 2,88
Imprecision intraserie (%oCV) <10%
Imprecision interserial (%CV) <10%
Valores de referencia Pos =168

Obtenidos los valores por interpolacion en la curva de calibracién incluida en cada uno de los ensayos realizados,
los valores estadisticos obtenidos en la poblacién analizada son los siguientes:

TABLA 16

Datos estadisticos de anti-Hsp60 de la poblacion en estudio

Hsp70i sérica (ng/mL) | N | Min. | Mix. Media s Z de K-S %‘ggj@lf‘tl‘l))’
Poblacién 15| 1001 | 34650 | 61,44 | 59,31 %20 0.000™
global
Sexo mujer 58| 10,01 346,50 66,97 | 61,75 1,447 0,030*

varén 57| 1378 | 308,55 55,80 | 56,71 1,973 0,001*

Gru GO: NO FRV 76| 10,01| 346,50 69,41 | 6826 1,712 0,006**
po Gl:FRVMODERADO | 29| 1115| 15557 47,42 | 36,05 1,378 0,045**
G2: ENFERMEDAD 10| 2367 54,42 4,43 9,05 0,470 0,980

Al aplicar la prueba de Kolmogorov-Smirnov de ajuste a la normalidad, los valores de anticuerpos anti-Hsp60
obtenidos no se ajustan a una distribucién normal (Z=2,207, p=0,000), presentando una concentracién media de
61,44 ug/mL.

En cuanto a la distribucién por sexos, aunque se observa que el grupo de mujeres presenta valores mayores que el
grupo de varones, no existen diferencias significativas entre ambas poblaciones (p=0,119 segiin la prueba de la U de
Mann Whitney).

En cuanto a la distribucion por grupo de riesgo vascular, se observa que el grupo G2 presenta los niveles mas bajos.
La prueba de KRUSKAL-WALLIS (Chi-cuadrado: 3,067; gl: 2; sig. Asintética: 0,216) arroja diferencias proximas a
la significacion estadistica. La U de Mann Whitney demostré que las diferencias se producen entre GO:G1 (p=0,091).
La prueba ANOVA confirm6 lo anterior.

1.7. Valores de los pardmetros analizados: polimorfismo 677C>T del gen de la MTHFR
Los andlisis de PCR del ADN de la poblacién en estudio, con posterior digestiéon con la enzima de restriccién

Hinf1, asi como la confirmacién mediante PCR en tiempo real, proporcionaron los siguientes datos sobre la distribu-
cién del polimorfismo en la poblacidn y las frecuencias y distribucién alélica observadas:
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TABLA 17
Distribucion del SNP 677C>T del gen de la MTHFR

Poblacién |Frecuencia alélica Distribucion alélica Genotipo Observado/Esperado
Total p(C) q(T) C(CC+CT) T(CT+TT) cc CT TT CC | CT T
N=115 [0,58 0,42 135(58,69%) |95(41,30%) | 42 51 22 1,0 | 09 1,0
(100%) (36,5%) | (44,3%) |(19,1%)
Mujeres | 0,61 0,39 71(61,20%) 45(38,79%) 23 25 10 |1,06109 | 1,13
N=58 (39,7%) | (43,1%) | (17,2%)
Varones | 0,56 0,44 64(56,14%) 50(43,85%) 19 26 12 [ 1,06]092] 1,08
N=57) (33,3%) | (45,6%) |(21,1%)
GO 0,62 0,38 85(62,50%) 57(37,50%) 2 37 10 1091103 091
N=76 (38,2%) | (48,7%) | (13,2%)
G1 0,51 0,49 30(51,72%) 28(48,27%) 10 10 9 1,32 [ 069 | 1,29
N=29 (34,5%) | (34,5%) |(31,0%)
G2 0,50 0,50 10(50,0%) 10(50,0%) 3 4 3 1,20 1 0,80 | 1,20
N=10 (30,0%) | (40,0%) |(30,0%)

De acuerdo con todo esto, el 44,3% de la poblacion analizada presenta el polimorfismo en heterocigosis, porcentaje
superior al observado para el estado salvaje, homocigético normal (genotipo CC), que se presenta en el 36,5% de la
poblacién. La distribucién de genotipos encontrada estd en equilibrio con la ley de Hardy-Weinberg.

El 21,1% de los varones son homocigético mutantes, frente al 17,2% del grupo de mujeres, aunque la diferencia
no alcanza significacién estadistica (p=0,389).

La frecuencia de aparicién del genotipo TT es mds alta en los grupos con factores de riesgo moderado y enfermedad
(G1 y G2), que en el grupo sin factores de riesgo (GO0), siendo esta diferencia estadisticamente significativa (Chi-
cuadrado=5,167, p=0,027 y prueba exacta de Fisher p=0,043).

1.8. Valores de los pardmetros analizados: polimorfismos de la region reguladora del gen hsp70-1

El andlisis molecular del fragmento de 1053 pb que comprende el promotor y la region flanqueante de 5’ del gen
hsp70-1 (gi:51465675), mediante secuencias ensambladas, permitié la identificacion de 7 polimorfismos de un solo
nucledtido (SNPs). A continuacién se describen los datos obtenidos para los dos que aparecian con mayor frecuencia:
-110A>C (rs1008438; nucledtido en el gen: 22641459) y +190G>C (rs1043618; nucleétido en el gen: 22641758).
Como se ha comentado, estos polimorfismos recibieron las denominaciones de -326A>C y -27G>C en trabajos previos
de los autores de la invencidn. Por ello, para evitar errores, la Fig. 3 muestra los fragmentos de la secuencia del gen
hsp70-1 donde se encuentran dichos polimorfismos.

Los datos concretos de frecuencia y distribucién obtenidos fueron:

TABLA 18
Frecuencia de polimorfismos del gen hsp70-1

110 A>C | Frecuencia |%  |+190G>C. | Frecuencia | % |
WT (AA) 42 36,5 WT (GG) 42| 36,5
HT (AC) 52 452 HT (GC) 53 | 46,1
HM (CC) 21 18,3 HM (CC) 20| 17,4

Total 115 100 Total 115 | 100
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Se observa que los polimorfismos -110A>C y +190G>C se coexpresan en todos los casos menos en uno, por
lo que el estudio de su influencia sobre otros pardmetros se realizé a partir de ese momento conjuntamente. Ambos
polimorfismos se presentan en heterocigosis en el 45,2% y 46,1% de la poblacidn, respectivamente. Los datos de
frecuencia y distribucién del polimorfismo -110A>C, segitin los distintos grupos, fueron los siguientes:

TABLA 19
Frecuencia y distribucion del polimorfismo -110A>C del gen hsp70-1

Poblacion |Frecuencia alélica Distribucién alélica Genotipo Observado/Esperado
p(C) q(T) A(AA+AT) C{AC+CC) AA AC cC AA | AC CcC

Total 0,59 0,41 136 (59,13%) |94 (40,86%) | 42 52 21 1,04 1 093 | 1,08

N=115 (36,5%) | (44,3%) |(19,1%)

Mujeres | 0,63 0,37 73 (62,93%) 43(37,06%) 23 27 8 1,00 | 1,00 | 1,00

N=58 (39,6%) | (46,5%) |(13,8%)

Varones | 0,55 0,45 63(55,26%) 51(44,73%) 19 25 13 11,10 113 | 1,12

N=57 (33,3%) | (43,8%) [(22,8%)

G0 0,60 0,40 92(60,52%) 60(39,47%) 3 30 15 1113082 1,23

N=76 (40,8%) | (39,5%) |(19,7%)

G1 0,59 0,41 34(58,62%) 24(41,37%) 9 16 4 089|114 082

N=29 (31,0%) | (55,2%) |(13,8%)

G2 0,50 0,50 10(50,0%) 10(50,0%) 2 6 2 0,80 |120| 0,80

N=10 (20,0%) | (60,0%) |(20,0%)

Al analizar la frecuencia de aparicién del polimorfismo, agrupado por sexo, se observa que el 22,8% de los varones
presentan en homocigosis la mutacién (HM), frente al 13,8% del grupo de mujeres, aunque la diferencia no alcanza
significacién estadistica.

Al fragmentar por grupo de riesgo, se observa que en el grupo GO, sin factores de riesgo vascular, el genotipo CC
(HM) aparece con la menor frecuencia (19,7%), mientras que el genotipo salvaje AA (wild type) y el genotipo AC
(HT) aparecen en porcentajes similares (40,8% y 39,5%), aunque las diferencias no alcanzan significacién estadistica.

- Ejemplo 2
Verificacion en la poblacion en estudio de la relacion entre homocisteinemia y otros pardmetros

Se realiz6 un andlisis similar al de los apartados 1.2 a 1.6 anteriormente expuestos, para comprobar posibles
correlaciones, anteriormente sugeridas, entre homocisteinemia y proteinas de choque térmico y entre homocisteinemia
y el polimorfismo 677C>T del gen que codifica la MTHFR, asi como entre dicho polimorfismo y los pardmetros
relacionados con las proteinas de choque térmico (anticuerpos anti-Hsp70 y niveles de Hsp70i intraleucocitaria y
sérica). Se comentan los resultados obtenidos

2.1. Relacion entre homocisteinemia y proteinas de choque térmico
El andlisis de la poblacién global (Rho de Spearman) demostré que no existe correlacién entre los niveles de
homocisteina total en plasma (tHcy) y la Hsp70i, tanto intraleucocitaria como sérica. Si se encontr6 una correlacién

directa, proxima a la correlacién estadistica entre tHcy y anticuerpos anti-Hsp70 circulantes (p=0,076).

Al agrupar por sexo, tampoco se encontrd correlacion entre tHey y los niveles de Hsp70i, ya fuera intraleucocitaria
o sérica. Tampoco se encontrd correlacién con los anticuerpos anti-Hsp70 circulantes.

Analizada la poblacién por factores de riesgo vascular, se observé que en el G1 existia correlacion positiva

(p=0,004) entre los niveles de anticuerpos anti-Hsp70 circulantes y tHcy, especialmente en el grupo de los varones
(Coeficiente de correlacion=0,558*, p=0,011, n=20).
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2.2. Relacion entre homocisteinemia y polimorfismo 677C>T del gen de la MTHFR
Siguiendo el mismo esquema de andlisis, se analiz6 la posible influencia de la presencia/ausencia del polimorfismo

677C>T en los niveles circulantes de homocisteina total. Los datos obtenidos para la poblacién total se presentan a
continuacion:

TABLA 20
Niveles de tHcy agrupados por genotipo del SNP 677C>T

tHey
677C>T N Min | Méx Media s
WT (CC) 42 5 13 8,17 2,083
HT (CT) 51 4 18 7,86 2,592
HM (TT) 22 5 36 10,41 6,602

Los sujetos homocigéticos mutantes para el polimorfismo 677C>T, presenta los niveles de homocisteinemia mas
altos, mientras que el grupo de heterocigotos, presenta los niveles mds bajos. Al comparar los grupos mediante la
prueba de Kruskal-Wallis (Chi-cuadrado: 3,778, gl=2, Sig. Asintdtica: 0,151) se demostré la existencia de diferencias
proximas a la significacion estadistica (p=0,151). Al aplicar la U de Mann-Whitney, se demostré que las diferencias
(p=0,058) se producen entre los grupos HT y HM para la 677C>T. La prueba de ANOVA (p=0,019) y la comparacién
de Bonferroni (p=0,018) confirmaron las diferencias encontradas.

Al segmentar la poblacién por genotipos y sexo, y aplicar la prueba de Mann-Whitney, se demostraron diferen-

cias estadisticamente significativas (p=0,003) para la tHcy entre ambos sexos, cuando la mutacién estd presente en
homocigosis (667C>T: HM), siendo superiores en varones.

TABLA 21
Niveles de tHcy agrupados por genotipo del SNP 677C>T y sexo

tHcy
677C>T Sexo | N | Min. | Max. | Media N
WT mujer | 23 5 13 817 2,51
vardn 19 5 10 8,16 1,46
HT mujer 25 4 12 7,56 2,31
vardn 26 5 18 8,15 2,85
HM mujer 10 5 9 7,10 1,19
varon 12 6 36 13,17 7,98

Al segmentar por genotipo y grupo de riesgo vascular, se observé un aumento de los niveles de tHcy con la presen-
cia de factores de riesgo, tanto en los sujetos WT, como en los sujetos HT. Al aplicar Kruskal-Wallis se demostraron
diferencias proximas a la significacion estadistica para ambas situaciones (WT:p=0,197 y HT:p=0,088). La prueba
de Mann-Whitney confirmé que las diferencias se producen de forma significativa entre los sujetos HT que pertene-
cen a los grupos GO:G2 (p=0,032) y G1:G2 (p=0,084), mientras que en los sujetos WT las diferencias entre G0:G2
(p=0,115) estdn proximas a la significacion estadistica. Al analizar con Anova de un factor con correccién de Bon-
ferroni, las diferencias se demostraron en todos los casos y alcanzaron significacién estadistica. WT: G0:G2 p=0,030
y HT: [(G0:G2 p=0,007) y (G1:G2 p=0,044)].
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TABLA 22
tHcy agrupada por genotipo del SNP 677C>T y grupo de riesgo

tHcy
677C>T Grupo N | Min. | Max. | Media s
WT G0=NO FRV 29 5 11 7,79 1,780
G1=FRV MODERADO | 10 5 11 8,40 2,011
G2=ENFERMEDAD 3 7 13| 11,00 3,464
HT G0=NO FRV 37 4 12 7,46 | 2,142
G1=FRV MODERADO | 10 4 12 7,90 | 2,470
G2=ENFERMEDAD 4 9 18 11,50 4,359
HM GO0=NO FRV 10 5 12 820 | 2,044
G1=FRV MODERADO 9 6 36 13,33 | 9,407
G2=ENFERMEDAD 3 6 14 9,00 | 4,359

2.3. Influencia del polimorfismo 677C>T sobre proteinas de choque térmico y anticuerpos (anti-Hsp70 y
anti-Hsp60)

Se realiz6 el mismo andlisis que en los puntos anteriores. A continuacién se muestran los datos encontrados para
la poblacién global:

TABLA 23

Pardmetros relacionados con las Hsp segiin el genotipo del SNP 677C>T

677C>T N Min. Maix. Media s
Hsp70i PMNs WT 42 4,64 74,91 30,96 18,01
HT 51 2,62 67,83 29,03 17,68
HM 22 5,67 160,75 37,70 33,27
Hsp70i suero WT 42 0,43 7,54 1,90 1,30
HT 51 0,19 3,65 1,42 0,75
HM 22 0,57 4,03 1,72 0,99
AntiHsp70 WT 42| 234,30 1450,12 | 629,27 | 302,17
HT 51| 236,35 163241 | 572,13 | 281,81
HM 22| 201,53 884,10 | 574,38 | 170,69
AntiHsp60 WT 42 11,15 308,55 76,34 70,53
HT 51 10,01 346,50 54,26 55,35
HM 22 13,78 155,57 49,62 37,11

Aunque no existen diferencias significativas entre grupos, los sujetos HM para 677C>T, presentan los valores mas
altos de Hsp70i intraleucocitaria y las menores concentraciones de anticuerpos circulantes anti-Hsp60, mientras que
los sujetos HT, son los que presentan menor concentracion de Hsp70 séricas e intraleucocitarias.

Al segmentar la poblacién por sexo y genotipo y aplicar la prueba de Mann-Whitney se demostraron diferencias

muy proximas a la significacién entre ambos sexos en los niveles de Hsp70i intraleucocitarias en el grupo WT y en los
niveles de anticuerpos anti-Hsp60 en el grupo HM para la 677C>T. Los datos especificos se muestran a continuacion:
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TABLA 24

Niveles de anti-Hsp60 y Hsp70i en PMN agrupados por genotipo de 677C>T y sexo

C677T | Sexo

Hsp70en PMN | N | Min. | Max. Media S
WT mujer 23| 4,64 7491 36,01 | 20,21
varén 19| 698| 59,76 24,86 | 12,97
HT mujer 251 496| 67,83 29,57 | 18,41
varon 26| 2,62| 5837 28,51 17,29
HM mujer 10 5,781 54,63 30,80 17,76
varon 12| 5,67 | 160,75 43,45 | 42,14

C677T  Sexo Anti-Hsp60 N | Min. | Max. Media N
WT mujer 231 11,15 294,47 72,43 | 62,29
varon 19| 17,77 | 308,55 81,09 | 80,91
HT mujer 25| 10,01 | 346,50 61,32 | 67,83
varén 26| 18,33 | 217,88 47,47 | 40,14
HM mujer 10| 16,61 | 155,57 68,551 4725
vardn 12| 13,78 | 54,42 33.84 | 14,33

Se aprecia que las mujeres WT (genotipo CC) presentan niveles de Hsp70 PMNs mayores que los varones WT
(p=0,067, Mann-Whitney), siendo la diferencia casi significativa, mientras que las mujeres HM (genotipo TT) arrojan

valores mds altos de anticuerpos anti-Hsp60 que los varones HM (p=0,056, Mann-Whitney).

Al segmentar por grupo de riesgo vascular, se encontraron los siguientes resultados para los niveles de Hsp70i en

PMN s:

Niveles de anti-Hsp60 y Hsp70i en PMN agrupados por genotipo de 677C>T y y grupo de riesgo

TABLA 25

Hsp70 PMNs
677C>T | Grupo N | Min. | Méx. | Media s
WT GO=NO FRV 29| 4,64 74,63 | 2884| 17,37
GI=FRV MODERADO | 10| 938 | 74,91 3434 20,89
G2=ENFERMEDAD 312508| 5428 4022 14,62
HT G0=NO FRV 37] 2,62 63,66 29,6| 17,59
G1=FRV MODERADO | 10| 7,07| 67,83 | 32,33| 20,34
G2=ENFERMEDAD 4] 792| 31,18 19,59 9,91
HM G0=NO FRV 10! 578 62,64 34,03 19,41
G1=FRV MODERADO | 9| 5,67 160’? 43,33 49,08
G2=ENFERMEDAD 3(28,61| 4121 33,06 7,06

Se observa que los individuos HT para la 677C>T, pertenecientes al G2, presentan los valores mas bajos de Hsp70
intraleucocitaria, aunque no se demuestra diferencias significativas. Para el resto de variables estudiadas (Hsp70 séricas
y anticuerpos anti-Hsp70 o anti-Hsp60), al segmentar por grupo de riesgo vascular, no se ha demostrado influencia de

la presencia/ausencia del polimorfismo 677C>T.

2.4. Influencia de los SNPs del gen hsp70-1 en la homocisteinemia total

El andlisis realizado, mostrado en la Tabla siguiente, permite observar que, en la poblacién global, el grupo HT
presenta los valores mads altos, mientras que los HM para cualquiera de los dos polimorfismos presenta los valores mas

bajos de homocisteina.
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TABLA 26
Influencia de los SNPs del gen hsp70-1 en la homocisteinemia

tHcy
-110 A>C,+190G>C| N Min. Méax | Media S
WT 42 4 18 8,19 2,70
HT 52 5 36 8,96 4,62
HM 21 5 14 7,76 2,42

El andlisis estadistico demostré que no existian diferencias significativas en la poblacién general por genotipo, ni
tampoco al segmentar por sexo y grupo de riesgo vascular.
- Ejemplo 3
Influencia de los polimorfismos del gen hsp70-1 en los pardmetros relacionados con las proteinas de choque térmico

3.1. Influencia de los polimorfismos -110A>C y +190G>C en la Hsp70i intraleucocitaria

Tal como se mencioné en el Ejemplo 1, 1a baja frecuencia de otros polimorfismos detectados en la zona en estudio
del gen hsp70-1 hizo preferible restringir el andlisis a los polimorfismos -110A>C y +190G>C que, por coexpresarse,
se tratan conjuntamente.

Como en los casos anteriores, en primer lugar, se procedié a agrupar los niveles de Hsp70i intraleucocitaria (deter-

minada en PMNs) segtin el genotipo de los sujetos respecto a los polimorfismos mds frecuentes del gen
hsp70-1.

TABLA 27
Hsp70i en PMNs segiin el genotipo de los SNPs del gen hsp70-1

Hsp70iPMNs (ng/ug proteina)
-110 A>Cy +190 G>C N |Min| Méix | Media s
WT 42 14,641 74,63 32,64 | 18,02
HT 52 12,62 160,75 32,66 | 26,52
HM 21 | 7,07 4836 2576| 12,93

En el conjunto de la poblacion, los sujetos que presentan los polimorfismos -110A>C y +190G>C en homocigosis,
presentan los valores mas bajos de Hsp70 intraleucocitaria, que aunque no alcanza significacién estadistica (Kruskal-
Wallis: p=0,434), constituye una importante significacién bioldgica.

TABLA 28
Hsp70i en PMNs agrupado por SNPs del gen hsp70-1 y sexo

Hsp70iPMNs (ng/ug proteina)
-110 A>C y +190 G>C | Sexo N | Min Max Media s
wT mujer 23| 4,64 74,63 32,12 | 20,39
varon 19 110,26 59,76 | 33,28 | 15,19
HT mujer 27| 4,96 74,91 32,77 | 20,11
varén 25] 2,62 160,75 32,55 | 32,50
HM mujer 819,18 4836 | 31,47 10,77
varén 13| 7,07 45,74 | 22,24 13,26
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Los datos de la Tabla anterior indican que, al segmentar la poblacién por genotipo y sexo, se observan diferencias
préximas a la significacién (U Mann Witney p=0,070) entre ambos sexos, en el grupo que presentan en homocigosis
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la mutacion.

TABLA 29

Hsp70i en PMNs agrupado por SNPs del gen hsp70-1y grupos de riesgo

Hsp70iPMNs (ng/ug proteina)
-110A>C, +190G>C | Grupo N | Min. | Max. Media s
WwT G0=NO FRV 31| 4,64 | 74,63 32,51 19,44
G1=FRV MODERADO 9122,10| 5837 35,08 14,34
G2=ENFERMEDAD 2116,16 | 31,18 | 23,67| 10,62
HT G0=NO FRV 30| 2,62 62,64 27,13| 17,62
G1=FRV MODERADO 16 | 5,67 160,75 41,93 | 39,83
G2=ENFERMEDAD 623,111 5428| 3559 | 12,07
HM G0=NO FRV 15111,79 | 4836 | 2891, 13,1]
G1=FRV MODERADO | 4 7,07| 25,19 17,49 7,82
G2=ENFERMEDAD 2| 7,92| 2936 18,64 | 15,10

Al segmentar la poblacién por genotipo y grupo de riesgo vascular, se demostré que la menor [Hsp70i] intra-
leucocitaria en el grupo HM para -110A>C y +190G>C ocurre debido a los sujetos con factores de riesgo vascular
de los grupos G1 y G2 que, aunque no alcanza diferencias significativas, tiene importancia biolégica. Los sujetos

heterocigébticos para ambos SNPs alcanzan las mayores concentraciones.

TABLA 30

Hsp70i en PMNs agrupado por SNPs del gen hsp70-1, grupos de riesgo y sexo

-110A>C,
+190G>C Grupo Sexo N Min Méx Media s
WT GO=NO FRV mujer 191 4,64 74,63 30,99 | 21,31
varén 12 | 10,26 59,76 34,92 | 16,67
G1=FRV MODERADO  mujer 31 33,04 54,34 44,58 | 10,76
varén 6| 22,10 58,37 30,33 14,20
G2=ENFERMEDAD mujer 1| 16,16 16,16 16,16
varon 1| 31,18 31,18 31,18
HT G0=NO FRV mujer 18| 496 54,63 26,28 | 16,49
varén 12| 2,62 62,64 28,41 | 19,87
GI1=FRV MODERADO  mujer 51 10,17 74,91 52,51 | 25,36
varéon 11| 5,67| 160,75 37,12 | 45,18
G2=ENFERMEDAD mujer 4| 25,08 54,28 37,31 | 13,28
varén 2 23,11 41,21 32,16 | 12,79
HM G0=NO FRV mujer 7| 19,18 48,36 32,92 | 10,75
varén 8 11,79 45,74 25,41 | 14,65
GI1=FRV MODERADO mujer 1] 21,29 21,29 21,29
varén 31 7,07 25,19 16,22 9,06
G2=ENFERMEDAD varén 2, 792 29,36 18,64 | 15,16
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3.2. Influencia de los polimorfismos -110A>C y +190G>C en la Hsp70i sérica
Considerando la poblacién global, la concentracion de Hsp70i sérica no se ve afectada por la forma en la que se

presentan los polimorfismos, presentando valores similares en los 3 grupos. Al aplicar la prueba de Kruskal-Wallis, se
5 demuestra que no existen diferencias estadisticamente significativas (p=0,861).

10

TABLA 31
Hsp70i sérica segiin el genotipo de los SNPs del gen hsp70-1
Hsp70i suero (ng/mlL)
-110 A>C,+190 G>C | N Min. | Méax. | Media s
15 WT 42 0,19] 7,54 1,67 | 1,29
HT 52 6,231 4,03 1,66 | 0,95
HM 21 0,331 2,95 1,61 | 0,66

20 . . . . e . .
Al segmentar la poblacién por genotipo y sexo, no se observaron diferencias estadisticamente significativa entre

grupos para la [Hsp70i] sérica.

Por el contrario, al segmentar la poblacién por genotipo y grupo de riesgo vascular, se observa, tal como se muestra
en la tabla siguiente, que la menor [HSP70i] sérica se presenta en el grupo G2 wild type (WT) para los polimorfismos
(AA 6 GG), pero que no alcanza significacion estadistica, debido probablemente al pequefio tamafio muestral.

TABLA 32
2 Hsp70i sérica segiin el genotipo de los SNPs del gen hsp70-1y el grupo de riesgo
Hsp70i suero (ng/mlL)
-110A>C, +190G>C I Grupo N | Min | Méax | Media s
35 WT G0=NO FRV 311 0,19 | 4,22 1,55 0,91
G1=FRV MODERADO 910,57 7,54 230 2,15
G2=ENFERMEDAD 21031 0,89 0,60 041
40 HT G0=NO FRV 30| 0,231 4,03 1,78 | 1,03
G1=FRV MODERADO 16 | 0,59 | 3,33 1,43 | 0,84
G2=ENFERMEDAD 60,77 | 2,73 1,66 | 0,80
HM G0=NO FRV 1510,33| 2,95 1,67 | 0,68
45 G1=FRV MODERADO 410,96\ 2,66 1421 0,82
G2=ENFERMEDAD 21,341 1,76 1,55 0,29
S0 3.3. Influencia de los polimorfismos -110A>C y +190G>C en los anticuerpos anti-Hsp70i circulantes
TABLA 33
[Anti-Hsp70i] circulantes segiin el genotipo de los SNPs del gen hsp70-1
55
Anticuerpos anti-Hsp70i circulantes (ug/mlL)
-110A>C, +190G>C N Min Miax Media S
WT 42 234,30 1061,59 554,49 209,74
60 HT 52 201,53 | 1632,41| 591,72| 279,81
HM 21 251,30 1450,12 675,54 347,08
65 Los sujetos que presentan la forma menos comin de ambos polimorfismos, en homocigosis (HM) presentan los va-

lores mas altos de anticuerpos anti-Hsp70 circulantes, dato que, aunque no alcanza significacién estadistica (Kruskal-
Wallis p=0,481), es de clara significacion bioldgica.
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Al segmentar por genotipo y grupo de riesgo vascular, se observa que los valeres mas bajos de anticuerpos anti-
Hsp70 se encontraron en el grupo WT (forma més comiin del polimorfismo en homocigosis: AA 6 GG) para ambos
polimorfismos, con diferencias proximas a la significacién estadistica (Kruskal-Wallis: p=0,159), a excepcién del

grupo G2 en HM que presentd el valor menor.

5
TABLA 34
[Anti-Hsp70i] circulantes segiin el genotipo de los SNPs del gen hsp70-1 y el grupo de riesgo
10
Ac. anti-Hsp70 circulantes (ug/mL)
-110A>C, +190G>C | Grupo N | Min. | Maix. | Media s
WT G0=NO FRV 31| 303,71 1061,59 587,93 | 218,49
15 G1=FRV MODERADO 91 234,30 | 669,22 437,07 | 154,52
G2=ENFERMEDAD 2| 460,86 668,28 564,57 | 146,66
HT G0=NO FRV 30 201,53 | 1358,05 561,40 | 270,68
” G1=FRV MODERADO | 16| 245,72 | 1632,41 617,20, 311,84
G2=ENFERMEDAD 6 513,391180,60| 675,40 | 256,77
HM G0=NO FRV 15| 251,30 1339,63 697,07 | 317,47
G1=FRV MODERADO 41 307,33 | 1450,12 715,55 | 520,59
25 G2=ENFERMEDAD 2| 267,911 600,11 434,01 | 234,90
3.4. Influencia de los polimorfismos -110A>C y +190G>C en los anticuerpos anti-Hsp60 circulantes
20 TABLA 35
[Anti-Hsp60] circulantes segiin el genotipo de los SNPs del gen hsp70-1
35 Anticuerpos anti-Hsp60 circulantes (1ig/mL)
-110A>C, +190G>C N Min Max Media S
WT 42 10,01 217,88 54,19 42,84
HT 52 11,15 346,50 64,63 61,47
40 HM 21 16,61 308,55 68,02 80,46

Los sujetos homocigéticos mutantes (HM) para los SNPs presentan la mayor concentracién de anticuerpos anti-

45 Hsp60 circulantes, mientras que la menor concentracién corresponde al grupo WT, sin que alcance diferencias esta-

50

55

disticamente significativas (Kruskal-Wallis: p=0,887).

Al segmentar por genotipo y sexo, se observa que las mujeres presentan concentraciones circulantes de anticuerpo
anti-Hsp60 superiores al grupo de varones, cuando ambos SNPs estan presentes en heterocigosis (HT) y especialmen-
te en homocigosis (HM), pero que no alcanza significacién estadistica, lo que habrd que confirmar con un tamafio
muestral mayor.

TABLA 36
[Anti-Hsp60] circulantes segiin genotipo de los SNPs del gen hsp70-1 y sexo
Anticuerpos anti-Hsp60 circulantes (1ig/mlL)

-110A>C, +190G>C Sexo | N | Min Max Media S
60 WT mujer | 23] 10,01 150,55 54,46 | 40,27
varon | 191 19,42 217,88 53,87 | 46,89
HT mujer | 27| 11,15 346,50 72,851 67,52
varon | 25| 13,78 253,43 55,75 | 54,16
65 HM mujer | 8| 16,61| 29447| 83,10 89,89
varon | 13| 17,77 308,55 58,73 | 76,36
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Al segmentar por grupo de riesgo vascular, se observa que la mayor concentracién de anticuerpos circulantes se
encuentra en el GO sin factores de riesgo vascular, independiente del genotipo para los SNPs, pero que en el grupo de
HT arroja diferencias mas marcadas (Kruskal-Wallis: p=0,221).

TABLA 37
[Anti-Hsp60] circulantes segiin el genotipo de los SNPs del gen hsp70-1y el grupo de riesgo

Anticuerpos anti-Hsp60 circulantes (ug/ml)
-110A>C, +190G>C | Grupo N | Min. | Mix. | Media s
WT G0=NO FRV 31 10,01 | 217,88 58,43 | 47,79
G1=FRV MODERADO 9| 22,88 97,59 44,01 22,98
G2=ENFERMEDAD 2| 23,67 44,89 34,28 15,00
HT G0=NO FRV 30| 12,65| 346,50 76,98 72,43
G1=FRV MODERADO | 16| 11,15| 155,57 50,18 44,07
G2=ENFERMEDAD 6| 33,97 54,42 41,40 7,71
HM G0=NO FRV 15 16,61 | 308,55 76,99 | 93,53
G1=FRV MODERADO 4| 17,77 87,74 44,05 | 30,32
G2=ENFERMEDAD 2| 46,48 50,81 48,64 3,06
- Ejemplo 4

Influencia de los polimorfismos del gen hsp70-1 en la relacion entre proteinas choque térmico (Hsps y anticuerpos
anti-Hsps) y homocisteinemia

En este ejemplo se analizé la posible influencia que los polimorfismos -110A>C y +190G>C pudieran tener en las
relaciones entre la homocisteinemia y los pardmetros analizados para las proteinas de choque térmico (concentracién
sérica e intraleucocitaria de Hsp70i y anticuerpos anti-Hsp70 y anti-Hsp60).

Sélo se presentan aquellas correlaciones que alcanzan significacion estadistica, asi como las que implican interés
biolégico.

4.1. Poblacion global

Aunque no se demuestra en la poblacién global correlacion entre los niveles de anticuerpos anti-Hsp60 y tHcy,

al agrupar por genotipo se observa correlacion inversa en el grupo que presenta la mutacién en heterocigosis y que
alcanza significacion estadistica.

TABLA 38
Rho de Spearman para correlacion entre tHcy y anti-Hsp60 por genotipo del SNP -110A>C del gen hsp70-1

-110A>C | -110A>C: | -110A>C:

WT HT - HM

Rho de Spearman tHcy tHcy tHey tHcey
Anti-Hsp60 | Coeficiente de correlacion | -,106 ;115 -,366%* ,156
Sig. (bilateral) 257 ,469 ,008 500
N 115 42 52 21

4.2. Agrupado por sexo

Se realiza correlacion bivariada entre tHcy total y los niveles de Hsp70i intraleucocitaria y sérica, y niveles de
anticuerpos circulantes anti-Hsp70 y anti-Hsp60 agrupado por genotipo (zona sombreada de la tabla) y sexo.
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TABLA 39
Rho de Spearman para correlacion entre tHcy y anti-Hsp60 por genotipo del SNP -110A>C
del gen hsp70-1, para varones
5
Varén ~110 A>C: | -110 A>C: | -110 A>C: |
° . wr. | HM
0 Rho de Spearman tHcy tHcy tHcy tHcy
AntiHsp60 | Coeficiente de correlacion | -,152| 023 | ~ -540%*+ 306
Sig. (bilateral) ,260 | ,925 o 4005 o ,181
N 57y 2194 25 13
15 ** L a correlacion es significativa al nivel 0,0001 (bilateral)

Se observa que la correlaciéon obtenida en la poblacion global, entre [tHcy] y anticuerpos anti-Hsp60 circulan-
20 tes, se produce a expensas del grupo de los varones heterocigotos para la mutacién -110A>C, con alta significacién

estadistica.

4.3. Por grupo de riesgo vascular

25

Se realiza correlacion bivariada entre tHcy total y los niveles de Hsp70i intraleucocitaria y sérica, y niveles de
anticuerpos circulantes anti-HSP70 y anti-Hsp60 en la poblacién agrupada por riesgo vascular y genotipo (zona som-
breada de la tabla) Se obtiene el coeficiente Rho de Spearman. Se presentan las tablas de los grupos con significacién
estadistica

30
TABLA 40
Rho de Spearman para correlacion entre tHcy y anti-Hsp70 por genotipo del SNP -110A>C del gen hsp70-1
35 en el grupo G1 de riesgo vascular
110 A>C: | -110 A>C: | -110 A>C:
G1=FRV MODERADO
40 —
Rho de Spearman tHey tHcy tHcy tHcy
AntiHsp70 | Coeficiente de correlacion S22(%%) | 433 ,538(%) ,800
Sig. (bilateral) ,004 233 1 1,032 ,200
45 N 29 9 16 4
** La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
* La correlacion es significativa al nivel 0,05 (bilateral).
50

Analizada la poblacién por genotipo y factores de riesgo vascular, se observa correlacion estadisticamente signifi-
cativa (p=0,004) entre [tHcy] y [anti-Hsp70] circulantes, que alcanza significacién (p=0,032) en el grupo HT para el
55 polimorfismo -110A>C del gen hsp70-1.

4.4. Por grupo de riesgo vascular, sexo 'y -110A>C

60 Se ha realizado correlaciones no paramétricas para obtener las posibles relaciones entre tHcy y proteinas de cho-
que térmico, teniendo en cuenta el grupo de riesgo vascular, sexo y presencia del polimorfismo -110A>C. Se han
encontrado las correlaciones que se indican en la siguiente Tabla:

65
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TABLA 41
Rho de Spearman para correlacion entre Hsps 'y [tHcy], segmentado por grupo de riesgo vascular, sexo y
SNP -110A>C
-110 Hsp70i | Hsp70 Anti- Anti-

Grupo Sexo | A>C PMNs suero Hsp70 | Hsp60

GO mujer | WT | tHcy Coeﬁ01§r}te de 068 377 198 266
correlacién

Sig. (bilateral) ,783 ,111 416 ,270

N 19 19 19 19

HM | tHcy Coeﬁme'rlte de 698 -239 551 257
correlacion

Sig. (bilateral) ,081 ,606 ,200 ,578

N 7 7 7 7

varén | HT tHey Coeﬁmgqte de _018 504 _211 -307
correlacion

Sig. (bilateral) ,956 ,095 ,511 ,331

N 12 12 12 12

Gl varén | WT tHcy Comlue'n’te de -759 030 516 638
correlacién

Sig. (bilateral) ,080 954 ,295 ,173

N 6 6 6 6

HT tHey  Coeficiente de ¥ -

correlaciéon »155 274 | ,662(%) ,690(%)

Sig. (bilateral) ,649 ,415 2026 ,019

N 11 11 11 11

* La correlacion es significativa al nivel 0,05 (bilateral).

Como se puede observar, se encontraron las siguientes correlaciones:

> Directa entre [tHcy] y [anti-Hsp70] circulantes en varones del G1 que son HT para la -110A>C (AC), n=11

(p=0,026).

> Inversa entre [tHcy] y [anti-Hsp60] en varones del G1 y HT para-110A>C, n=11 (p=0,019).

- Ejemplo 5

Relacion entre proteinas de choque térmico y anticuerpos anti-Hsps en la aterosclerosis

En este ejemplo se intenté analizar si en la enfermedad vascular existe un componente inmunolégico que incluya
reactividad de las Hsps.

Como en el Ejemplo anterior, s6lo se presentan aquellas correlaciones que alcanzan significacion estadistica, asi
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como las que implican interés bioldgico.
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5.1. Poblacion global

TABLA 42

Rho de Spearman para correlacion entre pardmetros de la Hsps

Rho de Spearman AntiHsp70 { AntiHsp60
Hsp70iPMNs  Coeficiente de correlacion -,093 -,228(%)
Sig. (bilateral) ,323 014

N 115 115

Hsp70 suero Coeficiente de correlacion -,174 -,031
Sig. (bilateral) ,064 ,740

N 115 115

*La correlacion es significativa al nivel 0,05 (bilateral).

Al estudiar la influencia de los polimorfismos, se demuestra correlacién inversa, estadisticamente significativa
(p=0,005) entre [Hsp70i] intraleucocitaria y anticuerpos anti-Hsp60, a expensas del grupo HT para el polimorfismo
-110A>C.

TABLA 43

Rho de Spearman para correlacion entre Hsp70i en PMN y anti-Hsps

SNPs Rho de Spearman AntiHsp70 | AntiHsp60

-110A>C:HT | Hsp70i PMNs  Coeficiente de correlacién -,020 -,383(*%%)
Sig. (bilateral) ,888 005
N 52 52

** La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).

5.2. Agrupado por sexos

En el grupo de mujeres se observa una correlacion inversa, estadisticamente significativa; (p=0,002) entre [Hsp70]
intracelular y anticuerpos circulantes anti-Hsp60.

TABLA 44

Rho de Spearman para correlacion entre Hsp70i en PMN y anti-hsp60, por sexo (mujer)

Mujer AntiHsp60
Hsp70iPMNs Coeficiente de correlacion -,396(**)

Sig. (bilateral) 002

N 58

** ] a correlacion es significativa al nivel 0,001 (bilateral).

Al segmentar la poblacién por sexo y genotipo -110A>C, tal como se observa en la Tabla siguiente, se demuestran
las siguientes correlaciones:

- En el grupo de los varones: Inversa y significativa (p=0,019) entre [Hsp70] sérica y anticuerpos anti-Hsp60 en el
grupo WT.

- En el grupo de las mujeres: 1) inversa y significativa (p=0,001) entre [Hsp70] en PMNs y anticuerpos circulantes

anti-Hsp60, en el grupo HT y 2) inversa y significativa (p=0,021) entre [Hsp70] séricas y [anti-Hsp60] en el grupo
HM.
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TABLA 45
-110 A>C | Sexo | Rho de Spearman AntiHsp60
WT var6n | Hsp70i suero  Coeficiente de correlacion -,533%*
Sig. (bilateral) 019
N 19
HT mujer | Hsp70i PMNs Coeficiente de correlacion -617(%)
Sig. (bilateral) ,001
N 27
HM mujer | Hsp70i suero  Coeficiente de correlacion -, 786(*)
Sig. (bilateral) 2021
N 8

** La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
* La correlacion es significativa al nivel 0,05 (bilateral).

5.3. Por grupo de riesgo vascular

Tal como se puede ver en las tablas siguientes, en la mayoria de las situaciones se observa una correlacién inversa
entre anticuerpos anti-Hsp60 y Hsp70 PMNs.
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TABLA 46
) Hsp70i | Hsp70 Anti |  Anti
G0: NO FRV PMNs suero Hsp70 Hsp60
AntiHsp70 Coeficiente de correlacion -,093 -,149 1,000 L251(%)
Sig. (bilateral) ,425 ,198 . ,029
N 76 76 76 76
. Hsp70i | Hsp70 Anti Anti
GI: FRY MODERADO PMNs suero Hsp70 Hsp60
Hsp70iPMNs ' Coeficiente de correlacion 1,000 ,131 -,245 ! -,323
; Sig. (bilateral) o ,498 ,201 087
N 29 | 29 29 29
] Hsp70i ° Hsp70 Anti Anti
G2: ENFERMEDAD PMNs suero Hsp70 | Hsp60
Hsp70iPMNs | Cocficiente de correlacion 1,000 ,576 ,588 -,285
Sig. (bilateral) . ,082 074 ,425
N 10 10 10 10
* La correlacion es significativa al nivel 0,05 (bilateral).
** La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
TABLA 47
Hsp70i Anti
-110 A>C | Grupo Rho de Spearman PMNs Hsp70
WT G1=FRV Anti- Coeficiente de correlacion -,750%
MODERADO | Hsp60 | Sig. (bilateral) 020
N 9
HT G0=NO FRV Anti- | Coeficiente de correlacion LA97(**)
Hsp60 | Sig. (bilateral) ,005
N 30

* La correlacion es significativa al nivel 0,05 (bilateral).
** La correlacion es significativa ai nivel 0,01 (bilateral).

40




ES 2 380 738 Al

5.4. Por grupo de riesgo vascular y sexo
Se presentan los resultados obtenidos para Hsps y anticuerpos anti-Hsps, al segmentar por grupo de riesgo y sexo,

asi como las correlaciones que alcanzan significacion estadistica.

TABLA 48

Hsp70i intracelular y sérica por grupo de riesgo vascular y sexo

Hsp70 PMNs Hsp70 suero

Grupo Sexo | N | Min. | Max. | Media] s | Min | Max | Media , s

NO FRV mujer | 44| 464 | 7463 29377 1791 19| 403 159 95
(GO) varon | 32| 262, 62.64| 30.10 | 17.41 .33L4.22\ 1,77 87
FRV MODERADO | mujer | o 10.17] 7491 | 4640 | 2130 90' 3.33 1.58 76
(G1) varon | 20| 5.67, 160.75 | 31,95 34.51 .57[ 7.54 175, Lel
ENFERMEDAD | mujer [ 5| 16,16 5428 3508 1489 51 240 1.25 86
(G2) varon 5 792 41,211 2655 12.27 89 275 1.60 70

Las mujeres pertenecientes a grupos de riesgo vascular (G1 y G2) presentan niveles de Hsp70 intracelulares su-
periores a los varones, especialmente en el G1 para las que la diferencia alcanza significacion estadistica (p=0,048 U
Mann-Whitney). Sin embargo en el grupo sin riesgo vascular no se observa diferencias.

A lo largo de los grupos de riesgo vascular, las mujeres presentan niveles de Hsp70 circulantes inferiores a los
varones, aunque las diferencias no alcanzan significacion estadistica.

Con respecto a los niveles de anticuerpos circulantes, las mujeres de los grupos de riesgo G1 y G2, presentan
niveles de anticuerpos anti-Hsp70 superiores a los varones, lo que es mds relevante en el G2, sin que existan diferencias
significativas. Sin embargo para los anticuerpos anti-Hsp60 esta tendencia se invierte en el grupo de enfermedad G2,
de forma que las mujeres presentan niveles inferiores a los varones, aunque no hay diferencias significativas.

TABLA 49

Anticuerpos anti-Hsp70 y anti-Hsp60 por grupo de riesgo y sexo

Anticuerpos Anti-Hsp70 Anticuerpos Anti-Hsp60
Grupo Sexo | N | Min | Max | Media| s Min | Méx | Media| s
NO FRV mujer | 44 | 201,53 | 1358,05 | 590,83 | 251,65 | 10,01 | 346,50 | 72,97 | 66,94
(G0) varén | 32| 251,30 | 1339,63 | 610,23 | 279,88 | 18,26 | 308,55 | 64,53 | 70,80
;RgDERADO MWET | 9| 26546 | 1450,12 | 606,85 | 343,42 | 11,15 | 155,57 | 52,75 | 4670
(G1) varén | 20 | 234,30 | 1632,41 | 560,47 | 306,48 | 13,78 | 128,50 | 45,02 | 31,27
ENFERMEDAD |mujer | 5| 460,86 | 1180,60 | 680,09 | 293,06 | 33,97 | 46,00 | 39,76| 5.59
(G2) varén | 5| 267,91 | 66828 529,82 | 156,38 | 23,67 | 54,42 | 43,09 12,09

Al segmentar los grupos de riesgo vascular de acuerdo al sexo, se observa las siguientes correlaciones estadistica-
mente significativas:
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TABLA 50

Rho de Spearman para correlacion entre Hsps segtin sexo y riesgo

Mujer y GI: FRV MODERADO I;;g;‘l‘ 1:32;72 AntiHsp70 | AntiHsp60
Hsp70iPMNs | Coeficiente de correlacion 1,000 ,167 417 -817(*%)
Sig. (bilateral) . ,068 ,265 ,007
N 9 9 9 9
Hsp70 suero Coeficiente de correlacidon ,167 1,000 -,833(**) -,100
Sig. (bilateral) ,668 . ,005 , 798
N 9 9 9 9
Mujer y G2: ENFERMEDAD g;‘a’;‘;‘ I:sg:: AntiHsp70 | AntiHsp60
Hsp70iPMNs | Coeficiente de correlacion 1,000 ,900(*) ,900(*) -,500
Sig. (bilateral) . 037 ,037 ,391
N 5 5 5 5

Varé . Hsp70i . . .
arony G2: ENFERMEDAD PMNs Hsp70isuero | AntiHsp70 | AntiHsp60
Hsp70 suero Coeficiente de correlacidn ,100 1,000 -,800 ,900(%)
Sig. (bilateral) ,873 . ,104 037
N 5 5 5 5

** La correlacidn es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
* La correlacion es significativa al nivel 0,05 (bilateral)

En la poblacién sin factor de riesgo, no se demuestra correlacién entre [Hsp70i] intraleucocitaria y los restantes
pardmetros relacionados con las Hsps.

Las mujeres del G1 demuestran correlacién significativa a nivel 0,01.

- Ejemplo 6

Estudio epidemioldgico de la relacion de la Hsp70i y sus anticuerpos en la aterosclerosis segiin el genotipo de los
SNPs del gen hsp70-1. Comparacion con el SNP 677C>T

6.1. Clasificacion de los individuos segiin la produccion de Hsp70i

Para verificar la posible relaciéon entre la produccién de Hsp70i y la proteccidn frente a la aterosclerosis y los even-
tos cardiovasculares relacionados, se clasificé a los individuos, de acuerdo a la distribucién poblacional “no normal”
de Hsp70, obteniendo los percentiles Pys, Psj, P75, de forma que aquellos individuos con niveles inferiores el P25 serian
“hipo” productores, aquellos con niveles incluidos en el intervalo P,s-P;s, serdn “normo” productores y aquellos con
niveles superiores al P;s, se clasifican como “hiper” productores. Esto se hizo para poder relacionar adecuadamente la
produccion con la presencia/ausencia de los polimorfismos estudiados en el promotor del gen hsp70-1 y el resto de los
pardametros en estudio. La tabla siguiente recoge los valores obtenidos y su clasificacién.

TABLA 51

Concentracion de Hsp70i intracelular y sérica en los distintos percentiles

Clasificacién | Hsp70 PMNs | Hsp70 suero
N (N° sujetos)  Validos 115 115
Percentiles 25 HIPOPRODUCTOR 16,16 91
50 | NORMOPRODUCTOR 28,61 1,47
75| HIPERPRODUCTOR 44,40 2,25
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6.2. Influencia de los polimorfismos del gen hsp70-1 en la produccion de Hsp70i y anticuerpos anti-Hsp

Observando la Tabla 27, se encuentra que, en la poblacién estudiada, los individuos homocigotos mutados (HM)
para los polimorfismos -110A>C y +190G>C, presentan los valores més bajos de Hsp70i en PMNss, siendo los varones
HM del grupo G1 los que presentan niveles mds bajos. Estos sujetos tendrian un potencial riesgo vascular mas elevado
que los aquellos WT o HT para los SNPs.

Las mujeres HT del G1 presentan los valores mas altos de Hsp70i en PMNs, por lo que se podria pensar que el
estado de portador constituye una situacioén protectora.

Completando el andlisis, los individuos HM presentan los niveles mas altos de anticuerpos anti-Hsp70 circulantes.

Al analizar la relacion entre la presencia/ausencia de los SNPs con el % de expresion de Hsp70 en PMNs, se
observa que % de hiperproductores de Hsp70i en PMNs es menor cuando la mutacién -110A>C estd en homocigosis,
como se recoge en la Fig. 4A.

Por tanto la presencia de las formas consideradas mutantes de los polimorfismos -110A>C y +190G>C en homo-
cigosis, constituiria un factor de riesgo afiadido.

Por lo que se refiere a los anticuerpos anti-Hsp60, no se ha podido demostrar ninguna relacién entre los niveles
de anticuerpos circulantes y la presencia/ausencia de los SNPs del promotor del gen Asp70. Sin embargo los niveles
de anti-Hsp60 parecen estar relacionado con la enfermedad, ya que los menores valores se observan en el grupo G2
de enfermedad aterosclerosis. Parece pues que los anticuerpos anti-Hsp60 no se modifican por mutaciones en genes
diferentes del que codifica para su proteina y que sus valores estdn en relacién sélo con la presencia de la enfermedad.

Sin embargo, existe una correlacion inversa y estadisticamente significativa (p=0,019) entre los niveles circulantes
de anticuerpos anti-Hsp60 y tHcy, en el grupo de varones HT para la -110A>C del G1, segtn se observa en la Tabla
41. Si se considera la HT (heterocigosis) como situacién protectora, los varones del G1 en situacién de TtHcy, |anti-
Hsp60, Tanti-Hsp70, que presenten valores: mas altos de Hsp70i en PMNs, tendrian mejor pronostico.

Por tanto, desde el punto de vista de evaluacién de riesgo vascular, la peor situacioén seria: varén del G1 6 G2,
HM para -110A>C, hipoproductor de Hsp70i PMNs, hiperhomocisteinémico, con niveles de anticuerpos anti-Hsp70
elevados y niveles de anticuerpos anti-Hsp60 bajos.

6.3. Biologia de las Hsps en aterosclerosis

Se realizé un andlisis similar al del punto 6.2 comparando el porcentaje de produccién de Hsp70i en PMNs en
funcion del grupo de riesgo vascular. Los resultados se esquematizan en el panel B de la Fig. 4.

En ausencia de factores de riesgo vascular, los individuos clasificados dentro del grupo GO, presentan una menor
expresion de Hsp70i intracelular que el resto de individuos con algtin factor de riesgo vascular. Este grupo presenta
el mayor porcentaje (26,32%) de individuos hipoproductores de Hsp70i PMNs, como recoge el panel B de la Fig. 4,
debido probablemente a la ausencia de agentes estresante.

En este grupo (GO) se ha podido demostrar correlacién directa (p=0,029) entre los niveles circulantes de anticuer-
pos anti-Hsp70 y anti-Hsp60, lo que parece indicar, incluso en ausencia de estrés, la existencia de un mecanismo
autoinmune. Los niveles mds altos de anticuerpos anti-Hsp60 se presentan en el GO. Esta correlacién es mds significa-
tiva (p=0,005) en los individuos GO que presentan la mutacién -326A>C del promotor del gen Asp70 en heterocigosis.

A la vista de los resultados obtenidos y a la bisqueda de nuevos marcadores que de forma individual pudieran
indicar un futuro riesgo vascular, se podria plantear que en este grupo (GO) el aumento de Hsp70 intracelular estaria
justificado en respuesta a algun tipo de estrés a priori no detectado, de forma que individuos clasificados como hi-
perproductores (H) de Hsp70i intracelular, estarian en mayor riesgo que los “normo”(N) o “hipo”(L) productores. Por
tanto, un aumento en la expresién de Hsp70i intracelular en individuos del GO, constituiria un indicador de alarma de
futuro riesgo.

En presencia de factores de riesgo vascular moderado, se induce la expresion de Hsp70i intracelular en respuesta a
la agresién, de forma que los individuos del grupo G1 presentan los niveles mas altos de Hsp70i en PMNs, asi como
el porcentaje mds alto (31,03%) de sujetos hiper(H)-productores, tal y como se muestra en el panel B de la Fig. 4.
Las mujeres del G1, presentan niveles mds altos que los varones. Asi mismo se ha observado la existencia de una
correlacién inversa entre Hsp70i en PMNs y anticuerpos circulantes anti-Hsp60, que alcanza significacion estadistica
(p=0,007) en las mujeres del G1, en las que se demuestra también correlacién inversa y significativa (p=0,005) entre
los niveles de Hsp70i séricos y anticuerpos circulantes anti-Hsp70, lo que apoya el mecanismo de accién propuesto
anteriormente.

En este grupo (G1) las mujeres tendran un mejor prondstico, mientras que los individuos hipoproductores de
Hsp70i en PMNSs, especialmente varones, tendrian un peor prondstico.

43



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 380 738 Al

En el grupo de enfermedad (G2), se produce igualmente una correlacién entre Hsp70i PMNSs y suero, que en el
caso de las mujeres es significativa (p=0,037), lo que confirmaria el mecanismo propuesto, pero sin embargo en las
mujeres se observa una correlacion directa entre niveles de Hsp70i en PMNSs y anticuerpos anti-Hsp70 circulantes,
situacién inversa a la que se produce en los grupos GO y G1 y en los varones del G2, lo que podria indicar que en el
grupo de mujeres en situacién de enfermedad (G2), la formacién del complejo antigeno-anticuerpo se modifica, bien
por alteracidn de los sitios de unién del anticuerpo anti-Hsp70, o bien por una alteracion de las propiedades de Hsp70
séricas como antigeno. Sin embargo, debido al pequefio tamafio muestral del G2, es dificil sacar conclusiones.

Una situacién similar ocurre con los anticuerpos anti-Hsp60 circulantes, en donde las relaciones observadas se
producen de forma inversa cuando se compara de acuerdo al sexo, de forma que los hombres del G2 presentan corre-
lacién directa (p=0,037) entre Hsp70 séricas y anticuerpos anti-Hsp60 circulantes, mientras que las mujeres del G2
presentan correlacion inversa que no alcanza significacion.

La presencia de individuos hiper(H)-productores de Hsp70i disminuye con el grado de riesgo vascular de manera
concomitante con la presencia del polimorfismo -110A>C tal y como se recoge en el panel C de la Fig. 4. Por ello, se
ha pensado que esto podria constituir un nuevo marcador de riesgo vascular, idea que es una de las bases de la presente
invencion.

Por tanto, segtin estos resultados, los niveles elevados de Hsp70 intracelulares que poseen propiedades inflama-
torias, se han relacionado con el desarrollo y prondstico de la aterosclerosis, y se asocia al genotipo salvaje de los
polimorfismos -110A>C y +190G>C del promotor del gen Asp70-1. Niveles disminuidos de Hsp70i en PMNs asocian
con el genotipo mutante (CC).

Ante la agresion celular y/o un dafio endotelial, la célula responderia activando los genes que codifican Hsps, lo
que lleva a un incremento en la sintesis de Hsp70 intracelulares. La sobreexpresion de Hsp70i intracelular daria lugar
a un incremento en el transporte a la membrana y su extravasacion celular, alcanzandose un equilibrio transmembrana.
Asi, las Hsp70 circulantes (séricas) podrian reflejar la situacién de las Hsp70 intracelulares.

Con la progresion de la enfermedad, se produciria un aumento de proteasas que pudieran provocar la degradacién
de las Hsp70 intracelulares, disminuyendo sus niveles.

Las Hsp70 juegan un importante papel en la proteccién celular frente al dafio isquémico, de forma que niveles
elevados de Hsp70 podrian reducir la adhesidn plaquetaria en la inflamacién. Los anticuerpos se han relacionado con
el desarrollo y prondstico de la aterosclerosis, de forma que al aumentar las Hsp70 intracelulares y séricas, disminuirfan
los niveles de anticuerpos anti-Hsp70 circulantes, lo que implicaria un mejor prondstico.

6.4. Relacion entre el SNP 677C>T del gen de la MTHFR y los SNPs del gen hsp70-1

La observacién de las Tablas de datos mostradas en apartados anteriores indican que la frecuencia de aparicién de
los distintos genotipos encontrada para los SNPs -110A>C y +190G>C del gen hsp70-1 es muy similar a la obtenida
para la mutacién 677C>T del gen de la enzima MTHFR, tanto en poblacién general como al segmentar por sexo
(véanse las Tablas 19 y 17, respectivamente), lo que podria sugerir, aunque con baja probabilidad, la existencia de una
posible asociacién o relacién.

Sin embargo, la realizar la correlacién bivariada no paramétrica entre la frecuencia de los SNPs del gen hsp70-1
y el gen de la MTHFR, se demuestra la ausencia de correlacidn, siendo simplemente una casualidad la similitud de
porcentajes.

Por el contrario, al segmentar la poblacién por grupo de riesgo vascular, se observa que la frecuencia de aparicion
del genotipo homocigético mutante (HM) para los polimorfismos analizados del gen hsp70-1 es muy similar en los

tres grupos (GO, G1, G2), lo que sin embargo no ocurre con el SNP del gen de la MTHFR, en el que el genotipo HM
es mucho menos frecuente en el grupo sin factores de riesgo vascular.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para evaluar el riesgo de que un individuo padezca un evento cardiovascular que comprende

las etapas de:

a) preclasificar al individuo como carente de riesgo vascular (GO0), sin enfermedad pero con riesgo vascular
moderado (> 10%) (G1) o con enfermedad aterosclerdtica declarada (G2), aplicando la tabla de riesgo
coronario de las Sociedades Europeas (Task Force Chart);

b) preclasificar los valores obtenidos en una muestra de sangre del individuo para los siguientes factores:

I

ii.

iii.

concentracion de proteina Hsp70i intraleucocitaria detectada en los PMN (leucocitos polimorfonu-
cleares neutréfilos), que se clasifica comparando con un estudio estadistico previo realizado en el
grupo poblacional al que pertenezca el individuo, en:

- alta, si es superior al percentil 75,

- normal, si estd comprendida entre el percentil 25 y el percentil 75,

- baja, si es inferior al percentil 25;

concentracion de homocisteina total plasmatica, que se clasifica, comparando con un estudio estadis-
tico previo realizado en el grupo poblacional al que pertenezca el individuo, en:

- alta, si es superior al percentil 95,
- normal, si estd comprendida entre el percentil 25 y el percentil 95,
- baja, si es inferior al percentil 25;

genotipo del individuo con respecto al polimorfismo -110A>C (rs1008438) del gen hsp70-1, que
sera:

- homocigético salvaje (WT) si ambos cromosomas presentan la forma A(AA),
- heterocigético (HT), si cada cromosoma presenta una forma distinta (AC) del polimorfismo, y

- homocigético mutante (HM) si ambos cromosomas presentan la forma C (CC);

¢) calificar el riesgo del individuo de presentar un evento cardiovascular segin la tabla adjunta:

GRU!’O DE  RIESGO GENOTIPO SEGUN EL POLIMORFISMO —110 A>C DEL GEN HSP70-1
SEGUN LA TASK FORCE WT (AA) HT (AC) HM (CC)
G2
Factor Hsp70i[Alta | Normal|Baja [Alta Normal {Baja | Alta Normal | Baja
adicional [tHcy | Baja | Normal | Alta Baja | Normal | Alta Baja | Normal | Alta
Riesgo Medio | Elevado | Alto | Elevado | Alto Alto Elevado | Alto Alto
G1
Factor Hsp70i | Alta | Normal|Baja |Alta Normal | Baja | Alta Normal | Baja

adicional |tHcy | Baja | Normal | Alta Baja | Normal|Alta Baja Normal | Alta

Riesgo Medio | Medio | Elevado | Medio | Elevado | Elevado | Medio | Elevado | Alto

GO

Factor
adicional {tHcy | Baja | Normal | Alta Baja | Normal | Alta Baja | Normal | Alta

Hsp70i | Alta | Normal|Baja [Alta Normal [Baja | Alta Normal | Baja

Riesgo Bajo | Bajo Medio | Bajo Medio | Medio |Bajo Medio | Elevado
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2. Procedimiento para evaluar el riesgo de que un individuo padezca un evento cardiovascular segin la reivindica-
cién 1, en el que la concentracién de proteina Hsp70i intraleucocitaria, determinada en leucocitos polimorfonucleares
neutrdfilos, se preclasifica de acuerdo con los siguientes valores:

a) baja: menor o igual a 16,16 ng/mL;
b) normal: mayor que 16,16 ng/mL y menor que 44,40 ng/mL;
c¢) alta: mayor que 44,40 ng/ml.

3. Procedimiento para evaluar el riesgo de que un individuo padezca un evento cardiovascular segtin una cualquiera
de las reivindicaciones 1 6 2, en el que la concentracién de homocisteina plasmadtica total se preclasifica de acuerdo
con los siguientes valores:

a) baja: menor o igual a 7 umol/L;
b) normal: mayor o igual a 7 umol/L y menor o igual a 10 w/L;
¢) alta: mayor que 10 umol/L.

4. Procedimiento para evaluar el riesgo de que un individuo padezca un evento cardiovascular segtn la reivindica-
cién 1 6 2, en el que la concentraciéon de homocisteina plasmatica total se preclasifica en funcién del sexo, siendo alta
si superara el valor de 11 ymol/L en el caso de individuos del sexo femenino y 13 umol/L en el caso de individuos del

sexo masculino

5. Procedimiento segtin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el polimorfismo del gen
hsp70-1 cuyo genotipo se analiza es el polimorfismo +190G>C (rs1043618).
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Fundacién para la Investigacién Biomédica del Hospital Gregorio Marafién

<120> PROCEDIMIENTO MEJORADO PARA EVALUAR EL RIESGO CARDIOVASCULAR
<130> P-100880

<160> 7

<170> PatentIn version 3.3

<210> 1

<211>23

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador directo de PCR para la regién del polimorfismo 677C>T del gen que codifica la enzima MTHFR
humana: F-C677T(+)

<400> 1

tgaaggagaa ggtgtctgcg gga 23

<210>2

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador inverso de PCR para la region del polimorfismo 677C>T del gen que codifica la enzima MTHFR
humana: R-C677T(-)

<400> 2

aggacggtgc ggtgagagtg 20

<210>3

<211>20

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo de PCR de la regién reguladora del gen humano hsp70-1: F1

/nota: apareamiento en nucledtido 22641002 del gen

<400> 3

actgcacaac cggggtcccc 20

<210> 4
<211>20
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<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso de PCR de la region reguladora del gen humano hsp70-1: R1

<400> 4

agtcgtcacg gagacccgcc 20
<210>5
<211> 20

<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo de PCR de la regién reguladora del gen humano hsp70-1: F2

<400> 5

ggcggcactce tggcctctga 20

<210> 6

<211>20

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso de PCR de la regién reguladora del gen humano hsp70-1: R2C

<400> 6

ggccatgcceg gttecectget 20

<210>7

<211>20

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso de PCR de la regién reguladora del gen humano hsp7 0-1: R2D

/nota: apareamiento en nucleétido 22642055 del gen

<400> 7

gccagtgcectt catgtccgac 20
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NO
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 200901923

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinién.

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion

D01 DULIN-INIGUEZ E. et al. XIV International Symposium on 20.06.2006
Atherosclerosis. Poster Session Tu-P10:417

D02 HE M. et al. Plos ONE. Vol. 4, N° 3, e4851 31.03.2009

D03 GUISASOLA M.C. et al. Journal of Leukocyte Biology Supplement 2007
N° 34, pagina 24

D04 DULIN E. et al. Blood (ASH Annual Meeting Abstracts). Vol. 106, 2005
Abstract 4107

D05 DULIN E. et al. Journal of Leukocyte Biology Supplement, 2007
abstract 64, pagina 34

D06 LIU J. et al. Clinica Chimica Acta. Vol. 384, paginas 64-68 2007

D07 US 2005089914 Al 28.04.2005

D08 EPSTEIN F. H. The New England Journal of Medicine. Vol. 338, 09.04.1998
N° 15, paginas 1042-1050

2. Declaracion motivada segin los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucién de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

La presente invencion tiene por objeto un procedimiento para evaluar el riesgo de que un individuo padezca un evento
cardiovascular que comprende las etapas de:
a) preclasificar al individuo aplicando la tabla de riesgo coronario de las Sociedades Europeas
b) determinar, a partir de una muestra de sangre extraida del individuo, los niveles de proteina Hsp70i
intraleucocitaria, los niveles de homocisteina total plasmatica y el genotipo del individuo con respecto al
polimorfismo -110 A>C del gen hsp70-1
c) calificar el riesgo del individuo de presentar un evento cardiovascular
(reivindicaciones de la 1 a la 5).

D01 tiene como objetivo identificar nuevos biomarcadores de enfermedad vascular.

D02 determina si las variaciones genéticas en el gen HSPA1A estan asociadas con el riesgo de padecer enfermedad
cardiaca coronaria en sujetos previamente seleccionados en funcién de factores convencionales de riesgo vascular como el
sexo, la edad, el tabaquismo, la hipertension o el colesterol.

D03 estudia SNPs del promotor del gen Hsp72 y su correlacion con homocisteina y el riesgo de enfermedad vascular.
D04 identifica nuevos marcadores de riesgo vascular.

DO05 aplica, para identificar nuevos biomarcadores de enfermedad vascular, la clasificacién Task Force de riesgo coronario y
cuantifica la homocisteina plasmatica total (tHcy), la proteina C reactiva, la Hsp72 sérica, los anticuerpos anti-Hsp72 y
Hsp60, asi como el polimorfismo C677T de la enzima MTHFR. Afirma que niveles altos de tHcy pueden considerarse
marcadores de la progresion de AT y que la Hsp72 es citoprotectora.

D06 comprueba la relacion que hay entre tres polimorfismos del gen Hsp70-1 y el riesgo de padecer ataque isquémico
estudiando 116 pacientes que lo han sufrido y 116 controles. Como resultado del estudio establece que el polimorfismo
+190 G/C (rs1043618) de dicho gen esta asociado al riesgo de padecer ataque isquémico.

D07 divulga un método para determinar el riesgo de desarrollar arteriosclerosis e infarto de miocardio, asi como la
progresion de la enfermedad, consistente en analizar un set de polimorfismos de diversos genes, entre ellos, el SNP C-
110—A del promotor del gen HSPA1A (6Q21.3).

D08 revisa estudios realizados para establecer la relacion existente entre niveles elevados de homocisteina plasmética y
enfermedad vascular.

NOVEDAD
En la documentacion y bases de datos consultadas no se ha encontrado un procedimiento para evaluar el riesgo de

padecer enfermedad coronaria tal y como el que es objeto de la presente invencion. Por consiguiente, las reivindicaciones
de la 1 ala 5 cumplen con el requisito de novedad.
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OPINION ESCRITA N° de solicitud: 200901923

ACTIVIDAD INVENTIVA

D01 tiene como objetivo identificar nuevos biomarcadores de enfermedad vascular. Los sujetos son clasificados de acuerdo
con la clasificacion Task Force de riesgo coronario en tres grupos (G0, G1 y G2) y, tras tomarles una muestra de sangre, se
analiza la homocisteina plasmatica total (tHcy), la HSP70i intraleucocitaria y sérica, los anticuerpos anti-HSP70i y el
polimorfismo C677T de la enzima MTHFR. La hiperhomocisteinemia (> 11 umol/l) esta presente en el 12% de la poblacion.
Los individuos con riesgo vascular (G1) presentan concentraciones de tHcy mas elevadas que aquellos sin riesgo vascular
(GO0). Existe una correlacion directa entre la concentracion de tHcy y los anticuerpos anti-HSP70i en los grupos de riesgo.

La diferencia entre DO1 y la presente invencion es que en dicho documento se divulga, como uno de los biomarcadores a
analizar para evaluar el riesgo de que un individuo padezca un evento cardiovascular, el andlisis del polimorfismo C677T de
la enzima MTHFR en lugar de los polimorfismos -110 A>C o +190G>C del gen hsp70-1.

D02 determina si las variaciones genéticas en el gen HSPA1A estan asociadas con el riesgo de padecer enfermedad
cardiaca coronaria en sujetos previamente seleccionados en funcién de factores convencionales de riesgo vascular como el
sexo, la edad, el tabaquismo, la hipertensiéon o el colesterol. En concreto, se estudian 2 SNPs del gen HSPA1, -110A/C
(rs1008438) y +190G/C (rs1043618), encontrandose que el genotipo +190CC, asi como el haplotipo -110C/+190C, estan
asociados a riesgo significativamente mas alto de padecer la enfermedad, en comparacion con el genotipo +190GG, por lo
que ambos SNPs pueden utilizarse como marcadores en la identificacién de sujetos con riesgo de padecer la enfermedad
cardiaca coronaria.

Para un experto en la materia seria evidente sustituir el analisis del polimorfismo -110 A>C o del polimorfismo +190G>C del
gen hsp70-1 (HSPA1) (D02) por la determinacion del polimorfismo C677T de la enzima MTHFR en DO1 y, por tanto, las
reivindicaciones de la 1 a la 5 no presentan actividad inventiva.

D03 estudia SNPs del promotor del gen Hsp72 y su correlacién con homocisteina y el riesgo de enfermedad vascular.
Primero clasifica a los sujetos, hombre y mujeres, en funcion de la Task Force de riesgo coronario, en tres grupos (GO, G1y
G2) y cuantifica la homocisteina total plasmatica (tHcy), la mutacion C677T en la enzima MTHFR y 3 SNPs del promotor del
gen Hsp72 (NT_007592): -325 A>C, -27 G>C y -95 T>C. Los individuos HT para los SNPs -325 y -27 son los que presentan
mayores concentraciones de tHcy en todos los grupos, de modo que se puede concluir que dichos individuos tienen un factor
de riesgo vascular adicional para desarrollar aterosclerosis.

La diferencia entre D03 y la presente invencién es que en dicho documento no se divulga, como un parametro mas a
determinar para evaluar el riesgo de que un individuo padezca un evento cardiovascular, la determinacion de la HSP70i
intraleucocitaria y si el analisis de la mutacion C677T en la enzima MTHFR.

D04 identifica nuevos marcadores de riesgo vascular para lo cual clasifica a los sujetos de acuerdo con la clasificacion Task
Force de riesgo coronario y cuantifica la homaocisteina plasmatica total (tHcy), la proteina C reactiva (RCP), la HSP70i
intraleucocitaria y en suero, los anticuerpos anti-HSP70i y el polimorfismo C677T de la enzima MTHFR, estableciendo
correlaciones entre los distintos pardmetros.

Para un experto en la materia seria evidente sustituir, como un biomarcador mas, el analisis del polimorfismo C677T de la
enzima MTHFR por el andlisis de la HSP70i intraleucocitaria (D04) y, por tanto, las reivindicaciones de la 1 a la 5 no
presentan actividad inventiva.
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