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. RESUMEN

En la presente investigacion se determinaron los niveles séricos de interleucina
10 (IL-10) en pacientes dislipidémicos, clasificados en base al perfil lipidico,
especificamente con hipercolesterolemia (nivel sérico de colesterol mayora a 200
mg/dL).

Fueron evaluados 96 pacientes que asistieron a consulta médica a la “Casa del
Paciente Crénico” y que cumplieron con los criterios de inclusion, los cuales eran
tener una edad minima de 18 afos, un nivel sérico de colesterol total mayor a 200
mg/dL y que aceptaron de forma escrita participar en la investigacion a través de
la firma de la boleta de consentimiento especifica para el estudio.

En la misma boleta se le solicitd al paciente que brindara informacion sobre su
edad, sexo y notificacion de algun o algunos padecimientos adicionales que
pudieran ser factores de riesgo para el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares, como diabetes, hipertensién, artritis, etc.

A todos los pacientes se les evalud el perfil de lipidos, aunque en la presente
investigacion solo fueron tomados en cuenta los resultados de colesterol total, los
restantes componentes lipidicos no fueron incluidos, pero si le fueron reportados
al paciente para seguimiento médico o tratamiento.

De los 96 pacientes que participaron, 61 (63,54 %) fueron hombres y 35
(36,46 %) mujeres. De las enfermedades listadas en la boleta, 25 pacientes
(26,04 %) mencionaron padecer hipertension, 20 (20,83 %) reportaron dos o mas
enfermedades.

Aproximadamente el 84 % de los pacientes evaluados reportaron tener algun
otro factor de riesgo predisponente adicional a la hipercolesterolemia para el
padecimiento de enfermedades cardiacas, siendo la mas frecuente la hipertension,
y unicamente 15 (15,63 %) informaron no tener ningun padecimiento adicional.

De los 20 pacientes con dos o mas enfermedades, 10 de ellos (50 %)
mencionaron sufrir hipertension y alergia, 5 (25 %) reportaron hipertension, alergia
y artritis y los 5 restantes (25 %) padecen de diabetes e hipertensién.

La determinacion de IL-10 se realizé por medio de una prueba automatizada

por método de quimioluminiscencia, resultando que 89 (92,71 %) de los pacientes



tienen un nivel sérico de IL-10 por debajo del valor normal y unicamente 7 (7,29
%) tiene un nivel sérico en el rango normal (5,0 a 9,1 pg/mL).

La determinaciéon de niveles de IL-10 por quimioluminiscencia puede ser
utilizada de forma rutinaria, como un marcador predictivo de procesos
inflamatorios y mas especificamente de enfermedad coronaria si esta ligado a
hipercolesterolemias, siendo una prueba que se puede implementar en

laboratorios clinicos por medio de pruebas EIA.



Il. INTRODUCCION

La enfermedad arterial coronaria (EAC) es una afeccién de alta prevalencia y
una de las mas importantes causas de morbilidad y mortalidad a nivel mundial. El
proceso subyacente en la EAC es la aterosclerosis y actualmente se acepta que
se trata de una enfermedad inflamatoria croénica de la pared arterial. La
presentacion clinica mas severa de este proceso es el sindrome coronario agudo,
angina inestable e infarto, que ocurre secundariamente a la oclusion de las
arterias coronarias (1, 2).

Los estudios actuales de la fisiopatologia de la aterosclerosis divergen
marcadamente de los realizados en las ultimas décadas. Hoy en dia se acepta de
manera generalizada que la inflamacién desempefna un papel fundamental en el
desarrollo y progresién de dichas lesiones, condicionando la aparicion de
manifestaciones clinicas en la evolucion de estos procesos (3 - 5).

El estudio histopatologico de las lesiones ateroscleréticas revela la presencia
de ceélulas inflamatorias (linfocitos T y macrofagos activados), asi como de
abundantes citocinas proinflamatorias tales como la interleucina 1 (IL-1),
interleucina 6 (IL-6), interleucina 8 (IL-8), el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)
o el interferon gamma (INF-y), que modulan la respuesta inflamatoria local,
alterando la estabilidad de la placa aterogénica y favoreciendo el desarrollo de
acontecimientos cardiovasculares agudos. La interleucina 10 (IL-10) es una
citocina antiinflamatoria capaz de inhibir la sintesis de citocinas proinflamatorias
producidas por los linfocitos T y los macrofagos, asi como otras funciones
inflamatorias de estas células. Su presencia ha sido demostrada en las placas
aterosclerdticas humanas y se ha determinado que los valores séricos bajos de
IL-10 condicionan el desarrollo de lesiones ateroscleréticas mas extensas y
morfolégicamente mas inestables. Las evidencias disponibles en la actualidad
sugieren un potencial papel protector de la IL-10 en el desarrollo de la
aterosclerosis. Este nuevo enfoque de la enfermedad coronaria como una
enfermedad inflamatoria crénica, puede ser de vital importancia para la

investigacion de cardiopatia isquémica (1, 6 - 8).



En la presente investigacidon se evaluaron los niveles de interleucina 10 (IL-10)
en pacientes dislipidémicos que presentaron hipercolesterolemia, con una edad
minima de 18 afnos y que aceptaron participar por medio de la firma de la boleta
de consentimiento.

Estos eventos se han asociado a mayor riesgo de cardiopatias coronarias
debido a la alta probabilidad de formacion de ateromas. Los niveles de
interleucina 10 (IL-10) se midieron por inmunoensayos cuyo principio es
quimioluminiscencia y los niveles de colesteroles se determinaron utilizando
métodos enzimaticos, colorimétricos a punto final. Los resultados podrian ser de
utiidad para el mejor tratamiento y prondstico de futuros eventos coronarios o

inflamatorios de pacientes dislipidémicos.



[l ANTECEDENTES

A. Dislipidemias

Las dislipidemias son trastornos que afectan a las lipoproteinas séricas, y estas
pueden ser causadas por defectos genéticos (dislipidemias primarias), o bien por
patologias o factores ambientales (dislipidemias secundarias). En muchas
ocasiones los defectos genéticos requieren de la presencia de factores
secundarios para lograr la expresion clinica de la enfermedad (dislipidemias
mixtas) (9, 10).

Comprenden situaciones clinicas en que existen concentraciones anormales
de colesterol total (CT), colesterol de alta densidad (C-HDL), colesterol de baja
densidad (C-LDL) y/o triglicéridos (TG). Las dislipidemias constituyen un factor de
riesgo mayor y modificable de enfermedad cardiovascular, en especial coronaria.
Ademas los niveles muy elevados de TG se asocian al desarrollo de pancreatitis
aguda (11, 12).

Existen causas secundarias de dislipidemias. El hipotiroidismo y las
nefropatias aumentan el C-LDL. La obesidad central, intolerancia a la glucosa,
diabetes mellitus (DM), reemplazo hormonal con estrogenos via oral, tiazidas y
bloqueadores beta adrenérgicos se asocian a aumento de TG (13).

Las lipoproteinas son particulas formadas por una fraccidon proteica
(apolipoproteinas) y una fraccidon lipidica (colesterol, triglicéridos) y son las
encargadas del transporte de los lipidos del plasma. Mediante el uso de
ultracentrifugacion se han reconocido cuatro fracciones o tipos de lipoproteinas:
los quilomicrones, las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), las
lipoproteinas de baja densidad (LDL) y las de alta densidad (HDL). Debido a que
su determinacién cuantitativa es compleja desde el punto de vista del laboratorio
clinico se utliza la medicion del componente lipidico y la identificacidén
semicuantitativa a través del analisis electroforético para la clasificacion del tipo y

grado de la dislipidemia (9, 14).



B. Clasificacién de las Dislipidemias

Se utiliza una clasificacion clinica de estas patologias metabdlicas

1. Hipercolesterolemia aislada

Las principales causas genéticas son la hipercolesterolemia familiar, la
dislipidemia familiar combinada y la hipercolesterolemia poligénica. Se asocia a
patologias como el hipotiroidismo, el sindrome nefrético en etapa avanzada y a la
colestasis. Los principales factores ambientales son un consumo excesivo de
colesterol, grasas saturadas y transacidos grasos, los andrégenos, progestagenos
y anabdlicos de origen androgénico (14, 15).

La hipercolesterolemia familiar, tiene una prevalencia de 1 al 2 por mil en la
poblacién mundial y se asocia a un alto riesgo de cardiopatia coronaria. Es
causada por un defecto en la captacion y o internalizacion de las LDL a nivel
celular. Existen antecedentes de cardiopatia coronaria precoz y dislipidemia
familiar y por su caracter autosémico dominante el caso indice siempre tendra un
padre afectado, que presentara una hipercolesterolemia aislada al igual que los
hermanos e hijos. Con frecuencia se observan depdsitos tisulares, arco corneal,
xantomas tendinosos y tuberosos. La forma homocigota se presenta en 1 de cada
millén de individuos en el mundo y se manifiesta desde la infancia. Se caracteriza
por ausencia de receptores a LDL, niveles de colesterol total, C-LDL
extremadamente altos (> 600 mg/dL), arco corneal, xantomas tendinosos,
estenosis aortica y cardiopatia coronaria en la segunda década de la vida. La
forma heterocigota se identifica por niveles de colesterol total mayores de 350
mg/dL y por la presencia de arco corneal y xantomas tendinosos y se asocia
fatalmente a enfermedad coronaria que aparece entre la tercera y cuarta década
de la vida (14-16).

La dislipidemia familiar combinada, con una prevalencia de 3 a 5 por mil a nivel
mundial, se asocia a un alto riesgo de cardiopatia coronaria. Es la consecuencia

de una activacion o sobre-expresion del gen de Apo B y se asocia a un incremento



de la sintesis y secrecion de VLDL. También existen antecedentes familiares de
cardiopatia coronaria precoz y dislipidemia familiar, pero con una expresion
fenotipica variable en los familiares. Ello es debido a que en las formas leves y
moderadas predomina la elevacion de VLDL y en las formas severas, debido a
secrecion hepatica de VLDL pequenas con via preferencial hacia LDL, predomina
el incremento del LDL y del colesterol total. Se asocia a depésitos titulares (14, 16,
17).

La hipercolesterolemia poligénica, es un sindrome poco definido que reconoce
antecedentes familiares. Aunque no se ha identificado el defecto a nivel
molecular, se sefiala como la causa genética con mayor prevalencia y se presenta
como una hipercolesterolemia aislada leve o moderada. Se ha sugerido como
posible causa de defectos en las sefiales implicadas en la regulacion del colesterol
en la secuencia absorcion, captacion hepatica y actividad del receptor (18).

El hipotiroidismo clinico, con niveles bajos de T4 y T3, se asocia a
hipercolesterolemia aislada, ya que la hormona tiroidea esta involucrada en la
regulacion del numero de receptores de LDL Se ha demostrado en el
hipotiroidismo un defecto en la catabolizacion de las LDL, pudiendo llegar a
expresarse como una hipercolesterolemia severa (14, 16).

El sindrome nefrético en su fase avanzada, se expresa como
hipercolesterolemia aislada. Existe una mayor sintesis y secrecion de VLDL, con
via preferencial hacia LDL, como una reaccion general de las proteinas de fase
rapida en respuesta a la pérdida de albumina. Puede llegar a inducir una
hipercolesterolemia severa (19, 20).

La colestasia intrahepatica y extrahepatica, se asocia a hipercolesterolemia
aislada. Existe retencién de la lipoproteina "X", vehiculo de transporte del
colesterol en la via biliar, que tiene caracteristicas fisicoquimicas idénticas a las
LDL. En las formas crbnicas y severas, se asocia a depositos tisulares e
hipercolesterolemias muy elevadas (21).

El incremento del consumo de colesterol, grasas saturadas y transacidos
grasos en individuos susceptibles (hipercolesterolemia poligénica, fenotipos de

Apo E4) induce una hipercolesterolemia aislada leve a moderada. Los



androgenos, progestagenos y anabdlicos de origen androgénico pueden inducir

una hipercolesterolemia aislada (15-17).

2. Hipertrigliceridemia aislada

En general, corresponden a defectos leves a moderados del metabolismo de
VLDL, ya que los defectos severos se expresan como hiperlipidemia mixta, debido
al contenido significativo del colesterol de las VLDL (14, 15).

Como causas genéticas, se reconoce a las dislipidemias familiares
combinadas, los déficit leves de Apo C2 y lipasa lipoprotéica periférica y la sobre-
expresion de Apo C3 (14, 15).

Como causas patoldgicas secundarias a la obesidad, diabetes mellitus y a la
insuficiencia renal y al sindrome nefrético en etapas tempranas. Como causas
ambientales al consumo excesivo de hidratos de carbono especialmente refinados
y de alcohol, al uso de betabloqueadores, estrégenos y diuréticos tiazidicos (15).

En el sindrome de resistencia a la insulina e hiperinsulinismo hay incremento
de la sintesis de VLDL y se acelera el catabolismo de las HDL. Este se encuentra
asociado a la obesidad de predominio abdominal y a la diabetes tipo 2 y entre sus
componentes existe la dislipidemia que caracteristicamente se expresa como una
hipertrigliceridemia con nivel de C-HDL bajo. Los betabloqueadores y diuréticos
tiazidicos, acentuan la resistencia insulinica. En la diabetes mellitus tipo 1y en la
insuficiencia renal pueden encontrarse estas dislipidemias a causa de una
inhibicion del sistema lipasa lipoproteico periférico (14, 20).

Los estrégenos administrados por via oral y el alcohol inducen un incremento
de la sintesis y secrecion de VLDL. Su efecto es dosis dependiente y magnificada
en la presencia de otras condiciones que alteren el metabolismo de las VLDL.
Una dieta rica en fructosa, glucosa, sacarosa o con una alta proporcion de calorias
glucidicas puede inducir hipertrigliceridemia aislada, en especial si hay
coexistencia con otros factores que modifiquen las VLDL (15, 17).

Con excepcidn del alcohol y de los estrogenos, las hipertrigliceridemias cursan

con una reduccion de los niveles del colesterol de HDL, en virtud de la



transferencia de triglicéridos de VLDL hacia HDL. Esto incrementa la afinidad de
las HDL por la lipasa hepatica, la que las lleva a catabolismo terminal. El alcohol y
los estrogenos estimulan la sintesis de Apo A1 y la sintesis de HDL y en general,
se asocian a elevacion de sus niveles (14).

El riesgo cardiovascular de las hipertrigliceridemias aisladas sigue siendo
materia de controversia. Sin embargo, se acepta como un factor de riesgo
independiente en mujeres y en diabéticos y posiblemente en hombres sanos vy
también en aquellos con cardiopatia coronaria. Su posible rol patogénico estaria
relacionado con la reduccién de los niveles del colesterol de HDL y por un
incremento de la densidad y reduccién del tamafo de las LDL, que las hace mas
susceptibles a la oxidacion. Ademas, la hipertrigliceridemia tiene un efecto
trombogénico, al incrementar los niveles del inhibidor del factor activador del
plasminégeno (PAI-1) (18, 20).

3. Hiperlipidemias mixtas

Puede tener un origen genético como la dislipidemia familiar combinada,
disbetalipoproteinemia, defectos severos relacionados con déficit de Apo C2 y
lipasa lipoprotéica periférica y por sobre-expresion de Apo C2. Una de las
caracteristicas de esta forma de dislipidemia es su multicausalidad, con
concurrencia de factores genéticos, patologicos asociados y ambientales que
interfieren con el metabolismo de las VLDL y LDL. Asi, se puede dar un defecto
genético del metabolismo de las VLDL asociado a obesidad o diabetes mellitus, o
con una hipercolesterolemia familiar que desarrolla una diabetes mellitus, o una
paciente con diabetes mellitus a la que se le indican estrogenos (14, 17).

La disbetalipoproteinemia, tiene una prevalencia de 3 a 5 por mil. El defecto
genético se expresa clinicamente en menos del 10 por ciento de los casos,
requiriendo para ello la asociacién con otra condicion que altere el metabolismo de
las VLDL. Tiene un elevado riesgo de cardiopatia coronaria precoz y de
ateroesclerosis periférica. Obedece a un déficit de Apo E, o a la presencia de la

condicion de homocigoto de Apo E2/E2, por lo que existe un defecto de la



captacion de remanentes de quilomicrones y de VLDL. Se expresa con una
elevacion de los triglicéridos y del colesterol total con una relacion cercana a 1.

Se identifica por una banda ancha que cubre la zona de beta y prebeta en la
electroforesis y en la ultracentrifugacion clasica con separacion de VLDL, LDL y
HDL, el colesterol se encuentra en forma predominantemente en las VLDL. Se
asocia a depodsitos lipidicos tisulares (xantoma palmar) y frecuentemente, a
diabetes mellitus tipo 2 y obesidad (14, 16-18).

Los defectos severos del sistema lipasa lipoproteico, de Apo C2 y la sobre-
expresion de Apo C3, se asocian a dislipidemias mixtas con triglicéridos muy
elevados (>1000 mg/dL), quilomicrones en ayunas y C-HDL muy bajos. Existe
una forma que se expresa en la infancia, se asocia a xantomatosis eruptiva,
lipemia retinales y hepatomegalia, que habitualmente no requiere de una condicién
agregada. Existe una forma de expresion en la edad adulta asociada con alta
frecuencia a diabetes mellitus tipo 2, obesidad y alcoholismo. Tanto la forma
infantil como la del adulto conllevan un elevado riesgo de pancreatitis aguda
necrotica hemorragica. No existen evidencias concluyentes acerca del riesgo
cardiovascular de las formas infantiles, lo que es dificil de demostrar por su baja
frecuencia. En cambio, existe acuerdo que las formas del adulto significan un

elevado riesgo de cardiopatia coronaria (14, 18).

4. Déficit aislado de HDL

Un nivel de C-HDL igual o inferior a 35 mg/dL significa un factor de riesgo
independiente de cardiopatia coronaria. La reduccion de los niveles del C-HDL
puede resultar de un defecto de la sintesis de Apo A o de una aceleracidon de su
catabolismo por un mayor contenido de triglicéridos, producto de una transferencia
desde VLDL cuando éstas estan elevadas (14).

Aunque existe el déficit de C-HDL aislado la gran mayoria de los casos se
observa en las hipertrigliceridemias aisladas o hiperlipidemias mixtas.

Si bien los defectos genéticos son infrecuentes, se presentan asociados a una

cardiopatia coronaria precoz, con niveles de C-HDL bajo 25 mg/dL. La



interrelacion entre triglicéridos altos y C-HDL bajos, se expresa a niveles de
triglicéridos inferiores a los niveles considerados aceptables para cada categoria
de riesgo cardiovascular global y no es infrecuente encontrar un nivel del C-HDL
igual o bajo 35 mg/dL vy triglicéridos en rangos aceptables (14, 20).

En aquellos casos en que se sospecha una reduccién de los niveles de C-HDL
dependiente de una alteracion del metabolismo de las VLDL, todos los factores ya
discutidos, como obesidad, diabetes mellitus tipo 2, consumo excesivo de
glucidos, betabloqueadores, diuréticos tiazidicos pueden estan involucrados en su

expresion (21).

C. Diagnostico en el Laboratorio Clinico

Se basa en los niveles séricos, de las lipoproteinas y de sus lipidos. La
determinacién cuantitativa de las lipoproteinas es compleja, de tal manera que el
diagndstico se hace con la evaluacion de sus lipidos componentes vy
eventualmente con la identificacion semicuantitativa de las lipoproteinas por

analisis electroforético (9, 14).

1. Lipidos séricos:

a. Prueba de quilomicrones: El suero obtenido en condiciones de
ayuno (de 12 horas) se deja reposar durante 24 horas a 4° C.
Cuando existen quilomicrones aparece un sobrenadante cremoso
en su superficie. En condiciones normales este prueba es
negativo (9).

b. Colesterol total: Su determinacion refleja el contenido de
colesterol de todas las fracciones lipoprotéicas. Se considera alto
un nivel mayor de 240 mg/dL, pero en individuos con riesgo
cardiovascular alto o con enfermedad ateroescler6tica es anormal

un valor mayor de 200 mg/dL (9).



C.

Triglicéridos: Refleja el contenido de triglicéridos de todas las
fracciones lipoprotéicas. Se consideran altos valores mayores de
200 mg/dL, pero en individuos con alto riesgo cardiovascular o
con patologia ateroesclerética, si es mayor de 150 mg/dL.
Colesterol de HDL: La precipitacion quimica de las VLDL, IDL y
LDL y la ulterior determinacion del colesterol en el sobrenadante,
permite cuantificar el colesterol de esta fraccion. Los valores
anormales son niveles menores de 35 mg/dL y menores de 45
mg/dL en personas con riesgo cardiovascular alto o maximo (9).
Relacion Colesterol total / Colesterol HDL (C-total/C-HDL):
Utilizando la medicion del colesterol total y la del colesterol de
HDL, se puede estimar esta relacion cuyo valor deseable como
indice de riesgo cardiovascular debe ser menor de 4,5 (9).
Determinacion semicuantitativa de Colesterol de LDL: Se ha
propuesto estimar el colesterol de LDL, utilizando la formula de

Friedewald.

C-LDL = C-Total - ( Triglicéridos ) + C- HDL
5

Todo ello expresado en mg/dL y siempre que los niveles de
triglicéridos sean menores de 400 mg/dL. EI C-LDL es
considerado el mejor indicador clinico de riesgo cardiovascular y
se considera elevado si es mayor de 160 mg/dL en sujetos de
riesgo bajo; mayor de 130 en aquellos con riesgo alto; y mayor de
100 en pacientes con riesgo maximo (9).

Electroforesis de Lipoproteinas: Método semicuantitativo que
permite identificar la distribucion porcentual de las distintas
fracciones lipoprotéicas e identificar la aparicion de quilomicrones,
de remanentes de quilomicrones y de IDL. En el individuo sano,

se identifican 3 bandas: betalipoproteinas (LDL),



prebetalipoproteinas (VLDL) y las alfalipoproteinas (HDL). El
predominio porcentual de una de ellas, puede identificar el
defecto metabdlico. La aparicion de una banda en el punto de
aplicacion corresponde a la presencia de quilomicrones, lo que es
patolégico en condiciones de ayuno. La aparicion de una banda
ancha que abarca beta y prebeta es sugerente de un acumulo

anormal de IDL y/o de remanentes de quilomicrones (9).

2 Riesgo Cardiovascular Global (RCG)

Se determina considerando en el individuo, los siguientes factores de riesgo:

Hombre > 45 afios
Mujer > 55 afos, sin terapia de reemplazo con estrégenos
Hipertension arterial
Tabaquismo
Diabetes mellitus
C-HDL < 35 mg/dL
Antecedentes familiares de patologia vascular en personas jovenes
Un C-HDL se considera como protector y resta un factor de riesgo.
Con estos elementos se pueden clasificar a los individuos con RCG:
0 Bajo = con menos de 2 factores
o Alto = con 2 o mas factores
o Maximo = con manifestaciones clinicas de patologia ateroesclerética.
Los diabéticos también tienen riesgo maximo.
La clasificacion de RCG condiciona el nivel de anormalidad de los lipidos

plasmaticos (9, 10, 20).

Fisiopatologia de la Aterosclerosis

La enfermedad arterial coronaria (EAC) es una afeccion de alta prevalencia en

las sociedades industrializadas y una de las mas importantes causas de



morbilidad y mortalidad en las mismas. EI proceso subyacente en la EAC es la
aterosclerosis y actualmente se acepta que se trata de una enfermedad
inflamatoria crénica de la pared arterial. La presentacion clinica mas severa de
este proceso es el sindrome coronario agudo (angina inestable e infarto [IAM]),
que ocurre secundariamente a la oclusion de las arterias coronarias enfermas (22-
24).

El desarrollo de las lesiones aterosclerdticas es un proceso que se inicia
alrededor de la segunda o tercera décadas de la vida del individuo, y en el que se
pueden diferenciar varias etapas, a través de las cuales la composicion de la placa
aterosclerética va progresivamente cambiando hasta adquirir la morfologia de una

placa madura (22).

1. La disfuncion endotelial

El primer acontecimiento en el desarrollo de la aterosclerosis es la aparicion de
la disfuncidon endotelial (DE). EIl endotelio desempefia un importante papel en la
conservacion del equilibrio de la funcion del lecho vascular. Tiene un papel
regulador del tono vasomotor mediante la produccion de sustancias
vasodilatadoras, como el oxido nitrico (NO) y la prostaciclina (PGI2), y
vasoconstrictoras, como la endotelina 1 y la angiotensina Il. Posee, ademas,
propiedades antiaterogénicas (antiagregante, antiadhesiva, antiproliferativa vy
antioxidante) y antinflamatorias, segregando sustancias quimiotacticas de
monocitos y linfocitos, asi como moduladoras del crecimiento vascular (25-27).

Las causas de la DE que favorecen el desarrollo de la aterosclerosis son
multiples, incluyendo entre ellas la presencia de elevados valores de LDL
modificadas (LDL-ox, LDL-MM), radicales libres, sustancias inmunorreguladoras
(TNF-a IL-1B, LPS), microorganismos infecciosos (virus Herpes simplex, clamidia,
citomegalovirus, etc.), alteraciones genéticas; valores séricos elevados de
homocisteina, y factores de riesgo clasicos (hipertension, diabetes, tabaquismo)
(26, 27).



La disfuncion endotelial conlleva una pérdida de las funciones homeostasicas
del endotelio, que resulta en la adhesion de plaquetas y células inflamatorias
(monocitos vy linfocitos T) a la pared vascular; un aumento de la permeabilidad
endotelial que permite el depdsito de LDL modificadas a nivel intimal, una
liberacion de citocinas y factores de crecimiento que producen la proliferacion de
las células musculares lisas, y la atraccion de mas células de estirpe inflamatoria a
la pared arterial alterada. También trae como consecuencia una perturbacion del
equilibrio trombolitico-trombético en el lecho endotelial que promueve el desarrollo
de fendmenos trombdéticos, asi como una regulacién anormal del tono vasomotor,
secundaria a una menor biodisponibilidad del o6xido nitrico (NO), con la
subsiguiente tendencia a la vasoconstriccion arterial (28).

El primer cambio histopatoldégico detectable en las fases iniciales de la
aterosclerosis es la acumulacién de particulas de LDL en el espacio subintimal.
Estas LDL sufren un proceso de oxidacion que activa al endotelio favoreciendo el
desarrollo de la placa aterosclerética. Las LDL modificadas (oxidadas) inducen la
expresion de moléculas de adhesion (ICAM-1, VCAM-1) y la sintesis de factores
quimiotacticos de monocitos y linfocitos (MCP-1) por las células endoteliales. Esto
favorece la unién de los monocitos y linfocitos circulantes al endotelio disfuncional
y la posterior migracion de estas células al espacio subendotelial, promoviendo, al
mismo tiempo, la diferenciacion de los monocitos a macréfagos. Las LDL
oxidadas (LDL-ox) también alteran la produccién de radicales libres y NO,
favoreciendo el estrés oxidativo en la pared arterial, e incrementan la apoptosis de
las células endoteliales (29-32).

Los monocitos atraidos al endotelio disfuncional por los factores quimiotacticos
liberados se adhieren al mismo por medio de las moléculas de adhesion (ICAM-1,
VCAM-1) expresadas por las células endoteliales dafiadas, se internalizan en el
espacio subendotelial y maduran a macréfagos, los cuales captan las LDL-ox para
transformarse en células espumosas, iniciandose asi la formacion de la «estria
grasa» (28, 29).

Estas células cargadas de lipidos producen radicales libres para la oxidacion

de mas particulas de LDL y liberan nuevas citocinas para la atraccion de mas



monocitos y linfocitos al endotelio disfuncional y para la migracion y proliferacién
de células musculares lisas en la intima. Estos procesos autoperpetuan el
mecanismo que favorece el desarrollo y la progresion de la placa aterosclerética
(33, 34).

2. Vulnerabilidad de la placa aterosclerotica

Las placas de ateroma son una estructura dinamica, donde existe un equilibrio
entre la influencia destructiva de las células inflamatorias y el efecto estabilizante
de las células musculares lisas (CML). Estas ultimas son las encargadas de
sintetizar las proteinas de la matriz extracelular, principal componente de la
cubierta fibrosa de las placas aterosclerdticas, que confiere estabilidad a la lesion.
En las placas ateroscleréticas existe un equilibrio entre los procesos de sintesis y
degradacion de colageno, que estan estrechamente controlados por los
mediadores de inflamacion y regulan el contenido del mismo en las lesiones
ateroscleraticas (35).

Las placas vulnerables, con tendencia a la rotura, se caracterizan por presentar
un nucleo con un alto contenido lipidico, una elevada infiltracion de células
inflamatorias (macréfagos y linfocitos T), pocas células musculares lisas y una
delgada cubierta fibrosa. Los linfocitos T activados de la placa producen INF-y,
que inhibe la proliferacion de la CML y su capacidad de sintesis de colageno. Los
macrofagos activados producen metaloproteasas (gelatinasas, estromelisina vy
colagenasa intersticial) que degradan las proteinas de la matriz extracelular,
favoreciendo la ruptura de la placa, y sintetizan factor tisular (FT), uno de los
principales activadores de la cascada de la coagulacion, que promueve la
trombosis de la placa. Estos macrofagos también inducen la apoptosis de las
CML, con la consiguiente disminucion de la sintesis de colageno y debilitamiento
de la capa fibrosa que inestabiliza la placa (36-38).

Ademas de los monocitos, los linfocitos T son igualmente atraidos a la pared
arterial disfuncional por sustancias quimiotacticas y alli son activados, iniciando la

produccion de mas citocinas como INF-y, TNF-aq, interleucinas (IL-1, IL-2, IL-6, IL-



8) y factores de crecimiento como el factor estimulador de las colonias de
granulocitos y monocitos (GM-CSF), que activan a los monocitos presentes en las
placas y favorecen su proliferacion, potenciando la respuesta inflamatoria local
(28, 30, 36).

El resultado de la interaccion de estos factores es una progresion de la lesion
aterosclerotica desde sus estadios iniciales «la estria grasa» hasta la placa
aterosclerotica compleja. La ruptura o ulceracion de la placa inestable trae como
consecuencia la exposicién de superficies procoagulantes y protrombdticas a la
sangre, que provocan la activacion de plaquetas y formacién de trombos, que
pueden desencadenar complicaciones clinicas al ocluir la luz del vaso o bien
producir un crecimiento de la placa de forma asintomatica (39, 40).

Asi pues, a lo largo de los distintos estadios evolutivos de las lesiones
ateroscleroticas pueden ser identificados signos de inflamacién crénica, y se han
descrito varios mecanismos fisiopatolégicos que influyen en el desarrollo,

progresion e inestabilizacion de las lesiones ateroscleréticas (40).

E. La Inflamacion y la Aterosclerosis

Tradicionalmente, la aterosclerosis ha sido considerada como una enfermedad
por acumulacion de lipidos, donde las placas vulnerables eran aquellas con mayor
nucleo lipidico y capa fibrosa adelgazada, cuya ruptura respondia a fuerzas de
estrés mecanico. Sin embargo, hoy dia existen multiples evidencias cientificas
que confirman el papel que la respuesta inflamatoria, local o sistémica,
desempefia en el desarrollo del proceso aterosclérotico y en el
desencadenamiento de acontecimientos cardiovasculares agudos, lo que se

presenta en la figura 1 (40).



Fig. 1. Procesos inflamatorios en la aterosclerosis (40).
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En la placa inestable estan presentes linfocitos T y macréfagos activados que
segregan citocinas proinflamatorias (INF-y, TNF-a, IL-1, IL-2, IL-6, IL-8),
metaloproteasas que degradan la capa fibrosa y factores quimiotacticos de células
inflamatorias que promueven la expresion de moléculas de adhesion.

La IL-10 tiene potentes propiedades antinflamatorias y actua limitando la
respuesta inflamatoria local, lo cual le confiere estabilidad a la lesién
aterosclerotica (40).

Los pacientes con angina inestable presentan valores elevados de reactantes
de fase aguda como la proteina C reactiva (PCR), amiloide A sérica, fibrinbgeno y

citocinas proinflamatorias (IL-1, IL-6, IL-8) (fig. 2).



Fig. 2. Mecanismo de inflamacion local o sistémica (40).

Estimulo inflamatario
(LDL-0x, tabaco, DM...)

|

Liberacion de citocinas

/l\.

IL-1 TNF-tx IL-6 IL-8
(Monocitos, células endaoteliales, linfocitos)

SN

Linfocitos Higado

T D

PCR  Amiloide A FibrinGgeno

|CAM-1 GM-CSF MGP-1
VCAM-1
Selectinas \

Disfuncian endotelial

Deposito lipldico Aterosclerosis
Migracian de monacitos y linfocitos

Praliferacion de CML

La inflamacion local o sistémica conduce a la liberacién de citocinas, que
promueven la sintesis de mediadores inflamatorios que favorecen el desarrollo de
la aterosclerosis.

Los valores elevados de estos mediadores de inflamacion (PCR, fibrinégeno,
amiloide A, IL-6) son marcadores sensibles de inflamacion y se correlacionan con
el desarrollo de enfermedad arterial coronaria y su severidad, asi como con la
presencia de acontecimientos coronarios agudos (41-43).

La PCR, ademas de ser considerada un predictor independiente para el
desarrollo de complicaciones cardiovasculares, parece desempefiar un papel en la
patogenia de la aterosclerosis, pues ha sido asociada a un incremento del riesgo
de trombosis al promover la expresion de factor tisular por los monocitos y activar
la cascada del complemento. También se ha observado que promueve la
expresion de moléculas de adhesion por las células endoteliales y aumenta la
captacion de C-LDL por los macréfagos en las placas a través de un proceso de

opsonizacion (41-43).



La IL-6 es una citocina con potentes propiedades proinflamatorias que induce
la expresion de reactantes de la fase aguda (mayor inductor de la produccién
hepatica de PCR) y la migracion y diferenciacion de los macrofagos activados.
También contribuye al desencadenamiento de los sindromes coronarios agudos,
al potenciar la sintesis de metaloproteasas y la expresion de receptores de LDL en
los macréfagos, asi como un aumento de la captacion de C-LDL vy la secreciéon de
sustancias quimiotacticas, como MCP-1, por los mismos. Finalmente, regula la
expresion de moléculas de adhesién y citocinas, como la IL-18, TNF-a, que
incrementan la reaccion inflamatoria. Al mismo tiempo, su liberacion es
estimulada por la IL-1, ambas actuan conjuntamente y con el TNF-q,
incrementando la sintesis de IL-8 y reactantes de fase aguda (44).

La IL-1 también induce la expresion de genes para la sintesis de factores
activadores del sistema de la coagulacion e inhibidores de la fibrindlisis y la
migracion de neutrdéfilos al espacio subendotelial, mediada por un aumento de la
expresion de moléculas de adhesion en las células endoteliales y de la produccion
de GM-CSF (44).

La IL-8 es una citocina proinflamatoria producida por distintos tipos celulares,
incluyendo los monocitos-macréfagos y linfocitos T, y su presencia ha sido
detectada en las células espumosas en placas de ateroma humano. Se le han
asociado propiedades protromboéticas, al incrementar la actividad procoagulante
de los monocitos, por aumentar la sintesis y expresion de factor tisular en la
superficie de estas células, y propiedades proaterogénicas, al disminuir los valores
de TIMP-1 (un inhibidor de las metaloproteasas), lo cual favorece un predominio
de los procesos de degradacion de la capa fibrosa de la placa sobre los de
sintesis (43, 44).

La sintesis de las citocinas proinflamatorias esta mediada en gran parte por el
factor de transcripcién nuclear (NF-kB). Este esta asociado a la induccién de
genes codificadores de proteinas, que son vitales para los procesos inflamatorios
relacionados con la ruptura de las placas ateroscleréticas. Este factor es activado
por diversos estimulos, como citocinas, virus, mitdgenos, microorganismos

patdgenos, LDL modificadas, el estrés oxidativo, etc. La activacion de este factor



ha sido detectada tanto en macréfagos como en células endoteliales y CML de las
placas aterosclerdticas, y se ha demostrado una correlacion directa entre la
actividad de NF-kB y la severidad de las lesiones coronarias. EI NF-kp se
encuentra en forma de un heterodimero inactivo en el citoplasma unido a
proteinas inhibidoras denominadas genéricamente | k3, este heterodimero consta
de 2 subunidades p50 y p65. Cuando la célula es activada por alguno de los
agentes mencionados anteriormente, la | kB se fosforila y experimenta
ubiquitinacién, lo cual actua como «sefal» para su degradacion proteolitica.
Entonces, el dimero p50/65 se transloca al nucleo y alli activa la transcripciéon de
genes diana que inducen la expresion de citocinas (TNFa ), interleucinas (IL-1, IL-
2, IL-6, IL-8), factores de crecimiento (M-CSF, GM-CSF, G-CSF), sustancias
quimiotacticas (MCP-1), moléculas de adhesion (ICAM-1, VCAM-1, E-selectina) y
enzimas (MMP, iINOS, COX-2), que potencian la respuesta inflamatoria local e
inestabilizan la placa aterosclerética (45, 46).

Las células inflamatorias presentes en la placa de ateroma expresan el
mediador inmune CD40 y su ligando CD40L. La existencia de células T positivas
para el CD40L acumuladas en las placas, principalmente en zonas de rapido
crecimiento de la placa y con mayor tendencia a la complicacion, sugiere que este
ligando interviene en la patogenia del proceso. La interaccion del CD40 con su
ligando promueve la respuesta humoral y celular. La interrupcién de esta unidn
mediante la administracion de anticuerpos anti-CD40L limita, de forma
experimental, el desarrollo de ciertas enfermedades autoinmunes, como la nefritis
lupica, la esclerosis multiple, la tiroiditis y la enfermedad injerto contra huésped.
También se ha demostrado in vitro que la interaccibn CD40/CD40L activa
funciones relacionadas con la aterogénesis, incluyendo la produccion de citocinas
proinflamatorias, metaloproteasas, expresion de moléculas de adhesién y factor
tisular (47).



F. Papel delalIL-10

La citocina interleucina 10 (IL-10) fue descubierta en 1989. Es una proteina de
35 a 40 kDa y esta formada por 160 aminoacidos. Las células ThO y Th2, que
representan subpoblaciones distintas de células T helper, células B vy
monocitos/macréfagos son capaces de sintetizar IL-10. Se ha demostrado que la
IL-10 inhibe la sintesis de citocinas por parte de las células Th1. Estas células
liberan citocinas como INF-y, TNF-B e IL- 2, las cuales tienden a activar los
macrofagos y responder a los antigenos presentados por estas células. Mas aun,
la IL-10 inhibe la estimulacién de las células Th1 por parte de macréfagos y
monocitos.  Adicionalmente, la IL-10 tiene otros muchos efectos en el sistema
monocito/macrofago como la supresion de la produccion de las citocinas llamadas
inflamatorias IL-1a, IL-6, IL-8 y GM-CSF. La IL-10 enddgena inhibe la sintesis de
IL-10 por parte de monocitos/macréfagos mediante un mecanismo feedback
negativo. La IL-10 no tiene efecto en la produccién de TGF-B por parte de
monocitos y estimula la expresion de IL-1RA, otra proteina antinflamatoria.
La IL-10 muestra también efectos inmunoestimulantes, en presencia de IL-3 e IL-
4, inicia el crecimiento de mastocitos y sus células precursoras. Mas aun, la IL-10
dirige la proliferacion y diferenciacién de las células B en células productoras de
anticuerpos. Debido al efecto inhibitorio de la produccion de citocinas de la
inflamacion y a la regulacién simultanea de proteinas antinflamatorias, como IL-
1RA, la IL-10 puede tener un papel importante en la regulacién de un cierto
namero de enfermedades diferentes, que incluyen sepsis bacteriana, artritis

reumatoide, psoriasis, alergias, preclampsia y en general procesos inflamatorios.

1. Papel de la IL-10 en la aterosclerosis

Entre las citocinas antinflamatorias, la IL-10 es considerada la interleucina
antinflamatoria por excelencia. Fue en primer lugar identificada como el factor
inhibidor de la sintesis de citocinas (CSIF), pues actuaba inhibiendo la produccién

de citocinas por los linfocitos T, particularmente el IFN-y por las células Th1 en los



sistemas murinos. En ellos, sin embargo, esta inhibicién sélo se observaba
cuando los macrofagos actuaban como células presentadoras de antigenos (CPA)
(46, 47).

Posteriormente se determindé que la IL-10 es, de hecho, una citocina con
propiedades pleiotropicas que actua sobre diferentes tipos celulares, incluyendo
los timocitos, las células T citotoxicas, los mastocitos, las células B y los
monocitos-macrofagos (47).

La IL-10 es producida principalmente por un subtipo de linfocitos CD4+ (Th2), y
también en grandes cantidades por los macréfagos. Es una citocina con potentes
propiedades antinflamatorias capaz de inhibir importantes funciones de estos dos
tipos celulares. Asi, se ha descrito que inhibe la producciéon de citocinas
proinflamatorias por los macrofagos y por células T, activadas a través de distintos
estimulos (43, 47).

La IL-10 ha sido identificada en fases tempranas y avanzadas de lesiones
aterosclerdticas, principalmente localizada en el citoplasma de los macrofagos,

aunque también en las CML y en la matriz extracelular (48).

2. Propiedades antinflamatorias de la IL-10: Mecanismos de accion

Una de las primeras propiedades atribuidas a la IL-10 en sus origenes fue su
capacidad para inhibir la sintesis de citocinas. Se demostré que tanto la IL-10
humana o su recombinante viral afadida a cultivos de monocitos activados por
INF-y y/o LPS, como la producida endogenamente en respuesta a dichos
estimulos, era capaz de inhibir la produccion de citocinas proinflamatorias,
incluyendo la IL-1a , IL-1B, IL-6, IL-8, TNF-a, INF-y, GM-CSF y G-CSF por los
monocitos. Sumado a estos efectos, la IL-10 enddégena ejercia un efecto
autorregulador sobre su propia produccion, reduciendo la sintesis de IL-10 ARNm
por parte de los monocitos activados. Ademas se sabe que del mismo modo
podia actuar sobre las células T inhibiendo la produccion de IL-2, TNF-3, INF-y y
GM-CSF. También disminuye la expresion de moléculas del complejo mayor de

histocompatibilidad clase Il (MCH 1) por los monocitos/macréfagos, y con ello la



capacidad de los mismos para actuar como células presentadoras de antigeno,
limitando, en ultimo término, la respuesta proliferativa antigeno especifica de los
linfocitos T y, por tanto, la respuesta inflamatoria (47, 48).

Se han propuesto varios mecanismos por los cuales la IL-10 inhibe la sintesis
de citocinas proinflamatorias. Uno de los mas estudiados es la inhibicién de la
activacion del factor de transcripcion nuclear (NF-kB) por parte de la IL-10 en los
monocitos y células T, por medio de un proceso donde intervienen segundos
mensajeros del tipo de radicales libres de oxigeno. Esto tiene como resultado
una reduccidn de la sintesis de interleucinas proinflamatorias, moléculas de
adhesion, factores de crecimiento y quimiotacticos de células del sistema
inmunologico que limita la respuesta inflamatoria local en la placa. Este
mecanismo de accion de la IL-10 difiere del de la IL-4, otra interleucina
antinflamatoria, la cual inhibe igualmente la sintesis de factores proinflamatorios,
pero por una via que no involucra al NF-kB, sino secundariamente a un aumento
de la degradacion del ARNm de dicha molécula (48).

Se ha propuesto como otro posible mecanismo para explicar los efectos
antinflamatorios de la IL-10 la inhibicidén de la produccion de interferon mediante la
actuacion a través de factores de transcripcion del grupo STAT.

Paralelamente, se ha demostrado que la IL-10 puede inhibir la expresiéon de
genes proinflamatorios que presentan regiones ricas en elementos AU (ARE),
como el TNF-a, IL-1a, IL-1B, GM-CSF, IL-8, etc., desestabilizando su ARNm al
actuar sobre estos ARE mofits (49, 50).

Ademas de lo expuesto anteriormente, se ha demostrado que la IL-10 tiene
capacidad para inhibir la respuesta de los monocitos mediada por la interaccion
del CD40-CD40L, la cual parece desempefiar un papel relevante en la
aterosclerosis. Han demostrado que el bloqueo in vivo de esta interaccion
mediante anticuerpos, en ratones sometidos a dieta aterogénica, limitaba el
tamano de las placas ateroscleroéticas, reducia su contenido lipidico, asi como de
células T y macréfagos, y disminuia la expresién de moléculas de adhesion

(VCAM-1). Asi pues, este modelo experimental en animales pone de manifiesto



otro de los mecanismos a través de los cuales la IL-10 parece ejercer un papel

protector limitando el desarrollo de la lesion aterosclerética (32, 50, 51).

3. Modulacion de la respuesta inmune celular por IL-10

Se ha observado que las células T participan en la respuesta inmunoldgica
mediante la liberacion de citocinas. Dentro de las células T helper se distinguen 2
tipos que median respuestas inmunoldgicas diferenciadas. Las células tipo Th1
producen principalmente IL-2 e INF-y, que se asocian a la activacion de
macrofagos y de otros subtipos de células T. Por el contrario, las células Th2
sintetizan fundamentalmente IL-4 e IL-5, que actuan aumentando la respuesta
humoral e inhibiendo la respuesta de tipo Th1, que es la que predomina en las
placas aterosclerdticas inestables (50).

La IL-10, junto con la IL-12, desempefia un importante papel regulando estos
dos tipos de respuesta inmunolégica. La IL-12 es un importante factor de
crecimiento de las células T, principalmente producida por los monocitos activados
y que induce de manera selectiva un patron de respuesta inmunolégica de tipo
Th1. Investigaciones han demostrado la presencia de IL-12 en las placas de
aterosclerosis. Esta potencia la respuesta inflamatoria crénica de las células T y
macrofagos de la placa, lo cual conduce a la inestabilizacion y ruptura de la misma
por diversos mecanismos. Entre ellos esta la liberacion de INF-y por las células
Th1, que estimula la sintesis de metaloproteasas (MMP) por los macréfagos y
produce una disminucidén de la expresion de genes para la sintesis de colageno
por las CML y un aumento de la apoptosis en dichas células, que inestabiliza
finalmente la placa al debilitar la cubierta fibrosa. Ademas de este papel regulador
de la respuesta inmune celular, el INF-y es capaz de potenciar la expresion de
VCAM-1, MHC Il y receptores de LDL en las células vasculares (38, 51).

Un trabajo experimental en ratones deficientes en apolipoproteina E demostro
que el ARNm de IL-12 se detectaba mas precozmente en las placas de
aterosclerosis que el ARNm de IL-10, y que la administracion diaria de IL-12

aceleraba el desarrollo de aterosclerosis en dichos ratones (32, 40, 42).



Se ha propuesto que la produccion endoégena de IL-10 por células T y
monocitos humanos activados, en respuesta a la estimulacion por LDL
modificadas, inhibia la produccién de IL-12 y, por tanto, facilitaba la respuesta
inmune tipo Th2 disminuyendo la respuesta proinflamatoria. Estos hallazgos
sugieren que existe, pues, una regulacién cruzada en la produccién de IL-10 e IL-

12 que modula la respuesta inflamatoria local (39, 46, 48).

4. La presencia de IL-10 en las placas de aterosclerosis

La IL-10 ha sido identificada en fases tempranas y avanzadas de lesiones
ateroscleroticas, principalmente localizada en el citoplasma de los macrofagos,
aunque también en las CML y en la matriz extracelular (47).

Se demostré en humanos no sélo la presencia de IL-10 en placas de
aterosclerosis, sino que existia una fuerte asociacién entre los altos valores de
expresion de IL-10 en las lesiones y una reduccion de la expresion de iNOS (6xido
nitrico sintetasa inducible) y de muerte celular en las placas. Esto sugiere que la
IL-10 desempefa un importante papel limitando la respuesta inflamatoria local,
protegiendo de la excesiva muerte celular en la placa y promoviendo, en
consecuencia, su estabilidad (27, 35).

Es sabido que el 6xido nitrico (NO) es producido en condiciones normales por
las células endoteliales y presenta importantes propiedades vasodilatadoras y
antiaterogénicas, al inhibir la agregacién plaquetaria, la activacion de moléculas de
adhesioén y la proliferacion y migracion de las CML. En los estadios iniciales de la
aterosclerosis, antes de que aparezcan lesiones angiograficamente visibles, ya
esta presente la disfuncidn endotelial, la cual condiciona una biodisponibilidad
reducida de NO, ya sea por una disminucion de su sintesis o de su liberacién o por
un aumento de su inactivacién. Por el contrario, se promueve la sintesis de su
isoforma inducible iINOS (éxido nitrico sintetasa inducible), y la activacion del factor
NF-kB, que promueve la expresion de genes que potencian la respuesta

inflamatoria e inestabilizan la placa (39).



En estudios in vitro se demostré que la IL-10 enddgena ejercia un papel
esencial para proteger de la muerte celular a los macrofagos infectados por
salmonela, al prevenir la excesiva produccion de TNF-a tras la destruccion de la
bacteria. ElI TNF-a ha demostrado ser capaz de inducir muerte celular por
apoptosis en distintos tipos celulares, ademas de ser un importante mediador de
efectos inflamatorios (38, 50).

Posteriormente, se demostrd que, in vitro, la IL-10 podia inhibir la apoptosis de
las células T, y que esto era mediado en parte por la sobrexpresion de la proteina
Bcl-2, conservando los linfocitos rescatados de la apoptosis su capacidad para

proliferar al ser estimulados por la IL-2 (26, 29).

5. La Interleucina-10 y la vulnerabilidad de la placa aterosclerética

Se conoce que uno de los principales condicionantes de la inestabilizacion de
las placas ateroscleréticas es la degradacion de la matriz extracelular (MEC) y de
la cubierta fibrosa de colageno. Los macrofagos presentes en las placas se
encargan de modular el recambio de la MEC, sintetizando y segregando unas
enzimas degradadoras de la MEC, denominadas metaloproteasas (MMP), asi
como sus correspondientes inhibidores (TIMP). Las principales MMP estudiadas
son la colagenasa intersticial, la estromelisina y las gelatinasas 92 Kd y 72Kd.
Estas son sintetizadas inicialmente en forma inactiva y con posterioridad son
activadas por diversos estimulos como el estrés oxidativo y las citocinas
proinflamatorias. Asi mismo, existen 2 tipos de inhibidores de las MMP que son
los TIMP-1 y TIMP-2. ElI TIMP-1 interactta con las formas activas de la
colagenasa y estromelisina, al igual que con el precursor y la forma activa de la
92Kd gelatinasa. El TIMP-2 especificamente inhibe la proenzima y la forma activa
de la 72Kd gelatinasa (29, 35).

Experimentos in Vitro demostraron que la IL-10 ejercia una regulacion
especifica sobre los macrofagos y monocitos, suprimiendo la sintesis de MMP y
estimulando en contra la sintesis de su inhibidor, el TIMP-1. Esto sugiere que la

IL-10 posee poderosos efectos antinflamatorios, al contrarrestar las funciones



degradativas de los macrofagos y alterar el balance proteasas/antiproteasas,
favoreciendo la preservacion de la MEC y cubierta fibrosa, que confiere estabilidad
ala placa (22, 28).

6. Regulacion de fendmenos protrombaticos: Papel de la IL-10

Uno de los factores importantes que participan en el desencadenamiento del
sindrome coronario agudo es la oclusion arterial por un trombo sobreimpuesto en
una placa aterogénica. Entre los desencadenantes de esta trombosis
intravascular esta la expresion por parte de las células endoteliales y los
monocitos del factor tisular (FT). Este es uno de los principales iniciadores de la
cascada de la coagulacién in vivo, al ligarse al factor VIl y favorecer su activacion.
El complejo formado por el FT/FVlla activa posteriormente los factores Xy IX de la
via final comun de la coagulacién (28, 30).

El FT no se expresa en las células en condiciones normales, sino como
respuesta a varios estimulos, siendo el mas efectivo la endotoxina (LPS), pero
también las citocinas proinflamatorias (IL-1, MCP-1, factor de crecimiento derivado
de las plaquetas PDGF) (27).

En 1993, se demostrd en experimentos in vitro sobre monocitos aislados que la
IL-10 tenia un efecto inhibitorio sobre la expresion de TF por dichas células en
respuesta a los estimulos mencionados anteriormente, inhibiendo la transcripcion
del (ARNm) (27, 28).

Estos hallazgos fueron confirmados posteriormente al observar que la IL-10
mantenia in vivo su efecto inhibitorio sobre la expresion de FT por los monocitos
cuando era inducida por LPS, actuando también en el ARNm. En otro orden de
ideas, en un estudio realizado en humanos, a los que se les inducia endotoxemia
de manera experimental, la IL-10 demostrd ser capaz de inhibir la activacion del
sistema de la coagulacion al igual que atenuar la fibrindlisis (27, 28).

Lo expuesto anteriormente permite sugerir que la IL-10 podria ser muy util en

el tratamiento de algunas patologias que presentan un riesgo incrementado de



trombosis, por aumento de la actividad procoagulante de los monocitos, como la

coagulacioén intravascular (CID) o la cardiopatia isquémica (27, 28).

7. Evidencias experimentales del papel protector de la IL-10 en la

aterosclerosis

La IL-10 es una citocina que presenta un importante papel regulador sobre la
respuesta inmune. Su capacidad para inhibir la sintesis de citocinas y diversas
funciones celulares de los macréfagos y los linfocitos T la convierte en un agente
con poder antinflamatorio. Si se extrapola este concepto al campo de la
aterogénesis, entendida ésta como una enfermedad inflamatoria crénica de la
pared vascular, es posible plantear la hipétesis de que esta molécula pudiera
ejercer un papel protector en la patogenia de la aterosclerosis (28-30).

Se han realizado multiples estudios experimentales in vivo e in vitro en
animales, cuyos resultados refuerzan la teoria del papel protector de la IL-10, tanto
en la formacion como en la estabilizacién de la placa aterosclerética. Se demostro
que los ratones C573L/6J deficientes en IL-10 (IL 10-/-) presentaban una
susceptibilidad incrementada al desarrollo de lesiones ateroscleréticas comparada
con los ratones salvajes (productores de IL-10, IL 10+/+). Ademas, al estudiar la
composicién de las placas aterosclerdticas, se observd que, en los ratones
IL10 -/-, éstas demostraban una mayor infiltracién de células inflamatorias, una
produccion aumentada de IFN-y (caracteristica de la respuesta tipo Th1) y un
menor contenido de colageno con respecto a las placas de los ratones salvajes,
sugiriendo estos hallazgos que se trataban de placas mas vulnerables o inestables
con alta tendencia a la ruptura (25, 30-32).

Posteriormente, al estudiar el efecto de la transferencia de ADN de IL-10 a los
ratones IL-10 -/- alimentados con dieta aterogénica se observd que se conseguia
una reduccion del 60% en el tamano de las lesiones ateroscleroticas. Por otro
lado, se comprobd que en los ratones IL-10 -/- sometidos a un ambiente libre de
patdgenos la superficie total de las lesiones ateroscleréticas era 4-5 veces menor

comparada con la de ratones IL-10 -/- sometidos a condiciones normales, a pesar



de no hallarse diferencias en su perfil lipidico. Este dato apoya la teoria de la
intervencion de microorganismos patdgenos en el desarrollo de la aterosclerosis
(28, 32).

En resumen, este trabajo demostré que la IL-10 tiene un profundo impacto
tanto en el desarrollo como en la composicion de las lesiones aterosclerdticas, asi
como un efecto protector contra los patégenos del entorno. Estos hallazgos
fueron corroborados posteriormente, al demostrar in vivo que los ratones IL-10
transgénicos, que sobrexpresan IL-10 en las células T, al ser alimentados con
dieta aterogénica presentan una reduccion significativa del desarrollo de lesiones
ateroscleroticas, comparados con los ratones salvajes o deficientes en IL-10
sometidos a las mismas condiciones. En estos ultimos se observo, ademas, que
presentaban unas lesiones mas grandes, con mayor infiltrado inflamatorio y
lipidico y una cubierta fibrosa casi inapreciable. Paralelamente, los experimentos
in vitro de este grupo demostraron que el pretratamiento con IL-10 en estos
ratones era capaz de inhibir la interaccidén de los monocitos, activados por las LDL,
con el endotelio y su adhesion al mismo. Esto puede ser en parte explicado por la
capacidad de la IL-10 de inhibir la expresion de moléculas de adhesion (VCAM-1,
ICAM-1) por las células endoteliales (32, 40-46).

G. Determinacion de los Niveles Séricos de IL-10 en el Laboratorio Clinico

La determinacion de IL-10 en el laboratorio puede ser realizada por métodos
enzimaticos de unién de antigeno/anticuerpo marcados con diferentes substratos
segun la metodologia que se esté utilizando. Existen pruebas comerciales de
laboratorio como EIA o Quimioluminiscencia que son utilizados actualmente para

la determinacion de la IL-10.

1. EIA

Las pruebas de EIA/ELISA (Enzyme Linked Immunosorvent Assay por sus

siglas en inglés), son ensayos inmunoenzimaticos de union de antigeno y



anticuerpo. La reaccion se lleva a cabo en placas de micropozos los cuales estan
revestidos con el antigeno o anticuerpo especifico que se pone en contacto con el
suero en estudio, para evidenciar la reaccibn se agrega un conjugado
cromogénico que luego se hace reaccionar con un substrato que desarrollara la
reaccion de color y después de un tiempo establecido, se detendra dicha reaccién
con una solucion de parada (1).

Los resultados son directa o inversamente proporcionales a la concentracion

del analito que se esté estudiando, segun el método de EIA/ELISA que se utilice

(1).

2. Quimioluminiscencia

Las reacciones quimicas que emiten luz en conjunto con las reacciones
bioldgicas tienen un diverso rango de aplicaciones en los laboratorios clinicos. Las
ventajas de la quimioluminiscencia en los ensayos incluyen alta sensibilidad con la
deteccion de cantidades que van hasta picogramos, y alta velocidad en
comparacién a otros métodos EIA, ya que el resultado es generado en unos pocos
minutos y la sefal emitida para la lectura de los mismos puede alargarse por la
reaccion con fosfatasa alcalina que es estable y permite lecturas mas exactas (1).

Otra ventaja es que se trabaja sin residuos peligrosos y los procedimientos son
mas simples. La mayor desventaja de la quimioluminiscencia es que unicamente
se puede realizar con equipos automatizados, los cuales no son de facil acceso
(1).

Las moléculas quimioluminiscentes investigadas marcadas incluyen el luminol,
isoluminol, ésteres de acridina, tioésteres y sulfaminas, y ésteres de fenantreno.
Desde 1983, los métodos de Quimoluminiscencia han sido desarrollados con
varios marcadores de enzimas tales como fosfatasa alcalina, glucosa 6 fosfato
deshidrogenasa, peroxidasa del rabano, la luciferasa de la renilla, y la xantina
oxidasa (1).

En estos ultimos afos se introdujeron al mercado de la comunidad cientifica

inmunoensayos, los cuales consistian en una fase soélida como método de
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separacion. Este grupo de ensayos usan particulas paramagnéticas (PMP) como
fase sélida, lo cual le ha generado el nuevo nombre de Electroquimioluminiscencia
(1, 43).
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IV.  JUSTIFICACION

La dislipidemia es un factor de riesgo para que se desarrolle la enfermedad
coronaria y ateroesclerosis, siendo estas ultimas las primeras etapas de
enfermedades cardiacas, que producen la muerte de 4,500 a 4,600 personas por
afo en Guatemala (52). Dado que la enfermedad coronaria se ha convertido en
una causa importante de morbimortalidad y es usualmente asintomatica en sus
estadios tempranos, se convierte en una prioridad identificar lo antes posible este
factor de riesgo.

Aunado a ésto, la mayor predisposicion de algunos pacientes a sufrir eventos
cardiovasculares es debida, a la carencia de proteinas antinflamatorias como la
interleucina 10 (IL-10), la cual posee efectos reguladores de respuesta
inflamatoria. Esta carencia es la causa de la ruptura de la placa aterogénica
dando como resultado la formacion de ateromas que provocan la mayoria de
infartos y procesos vasculares.

Se han realizado varios estudios, en los que se concluye que pacientes con
concentraciones elevadas de interleucina 10 tienen menor predisposicién de sufrir
procesos cardiovasculares, que aquellos que tienen carencia de esta citocina. Sin
embargo hacen falta mas estudios acerca de la relacion entre la dislipidemia y las
concentraciones de interleucina 10, para establecer el papel protector de esta
citocina en eventos cardiovasculares.

En Guatemala no hay estudios al respecto, siendo de gran importancia
establecer pruebas predictivas, como la determinacion de los niveles séricos de
interleucina 10, que permitan identificar a pacientes con posible riesgo de
desarrollo de enfermedades cardiovasculares. Diversos estudios epidemiolégicos
realizados en el pais, han reportado que el 50 % de las personas que fallecen por

este tipo de enfermedades no recibié atencion médica oportuna (52).



V. OBJETIVOS

A. General

Determinar los niveles séricos de interleucina 10 (IL-10) en pacientes

dislipidémicos.

B. Especificos

1. Identificar a los pacientes hipercolesterolémicos a través de la medicion de
sus niveles séricos de triglicéridos, colesterol total, colesterol HDL y LDL
que asisten a la Casa del Paciente Cronico.

2. Determinacion de algun otro padecimiento cronico por medio de una
entrevista a los pacientes seleccionados y que consintieron participar en la
investigacion.

3. Cuantificar la concentracién sérica de interleucina 10 (IL-10) en pacientes
hipercolesterolémicos que asisten a la Casa del Paciente Cronico.

4. Establecer en porcentaje, el numero de pacientes con concentraciones de

IL-10 normales y bajas.



VI.  HIPOTESIS

La investigacion es de tipo descriptivo por lo que no se plantean hipaotesis.



VIl.  MATERIALES Y METODOS

A. Universo de Trabajo

1. Poblacion

Pacientes hipercolesterolémicos (concentraciones de colesterol sérico por

encima de 200 mg/dL) que asisten a la Casa del Paciente Cronico.
2. Muestra
La muestra fue de 96 pacientes hipercolesterolémicos (concentraciones de
colesterol sérico por encima de 200 mg/dL) que asistieron a la Casa del
Paciente Crénico y que cumplieron con los criterios de inclusién. El
muestreo fue por conveniencia y por cuota.

B. Recursos

1. Humanos:

Br. Arturo Morales Morales Tesista

Lic. Guillermo Reyes Del Cid  Asesor

2. Institucionales:

Casa del Paciente Croénico

Laboratorio Clinico Ultralab

3 Materiales

e Jeringas estériles descartables



Alcohol al 70 %

Algodon

Liga de hule para torniquete
Curitas redondas

Tubos de vidrio de ensayo de 5 mL
Gradillas para tubos

Tips amarillos

Tips azules

Descartador plastico de tips

Papel bond tamafio carta

. Reactivos

Agua destilada o desionizada.

DPC IL-10 Unidades de analisis de (LXP1) con cédigo de barras. Cada
una contiene una bola recubierta con anticuerpo monoclonal de ratén
anti-IL-10.

DPC LXP1: 100 unidades.

DPC IL-10 Vial de Reactivo (LXP2) Con cédigo de barras. 7,5 mL de
fosfatasa alcalina (intestino bovine calf) conjugada a anticuerpo
monoclonal de ratén anti IL-10 en solucion tampon.

DPC IL-10 Ajustadores (LXPL, LXPH) dos viales (Bajo y Alto) de IL-10
liofilizada en suero matriz no humano.

DPC LSUBX: Sustrato quimioluminiscente

DPC LPWS2: Lavado de sonda

DPC LKPM: Kit de limpieza de sonda

LXPCM: IMMULITE IL-10 Modulo Control (Dos niveles de control en
matriz sintética).

Reactivo para la determinacion de colesterol total HUMAN®.

Reactivo para la determinacién de colesterol HDL HUMAN®.



e Reactivo para la determinacion de triglicéridos HUMAN®.
e Control normal y patoldégico para quimica Bio-Rad®.
e Control bajo, normal y alto para inmunoensayos Bio-Rad®©.

e Control externo para quimica Prevecal®, Espafia.

5. Equipo

e Pipeta serolégica de volumenes variados

e Equipo automatizado de lectura de quimioluminiscencia IMMULITE®
e Espectrofotdmetro Microlab® 300.

e Computadora

e Impresora

6. Seleccion del paciente

Pacientes con una edad minima de 18 afos, que el médico tratante
refirié a la Casa del Paciente Cronico, para realizarles perfil de lipidos como
parte de su revision meédica rutinaria. Los pacientes que presentaron
hipercolesterolemia, se les informd e invitd a participar en la presente
investigacion.

Los pacientes que aceptaron participar, se les solicitd firmar la boleta
de consentimiento (anexos), después de una entrevista y una explicaciéon

verbal del estudio a realizar.

C. Toma de Muestra

Los pacientes se presentaron al laboratorio con un ayuno de 12 a 14 horas.
Se extrajo 5 mL de sangre por puncion venosa, luego de 15 minutos o hasta que
el coagulo de sangre estuviera bien formado, dicha muestra se centrifugé a 1500
rom para obtener la separacion completa del suero. Estos sueros fueron

almacenados en tubos de ensayo de vidrio congelados y congelados a 4 grados



Celsius. Descongelandose unicamente el dia que dichas muestras fueron

analizadas.
1. Procesamiento de muestras
a. Determinacion de Triglicéridos
i. Principio
La determinacion de los triglicéridos se basa en la hidrdlisis enzimatica con
lipasas, usando como indicador la quinoneimina, formada a partir de la
combinacion de peroxido de hidrogeno, 4-aminoantipirina y 4-clorofenol bajo la
influencia catalitica de peroxidasa. Es una prueba enzimatica colorimétrica de
punto final.
ii. Procedimiento
En un tubo de ensayo se agregdé 1000 pL de reactivo, se afiadié 10 pL del
suero a analizar, se incubd por 5 minutos a 37 °C y se midi6 la absorbancia en un
espectrofotometro a una longitud de onda de 546 nm
iii. Calculos

Para calcular la concentracion de triglicéridos se utilizé la siguiente formula

Concentracion = Absorbancia de Muestra X Concentracion de Estandar

Absorbancia de Estandar
Se report6 el resultado en miligramos/decilitro (mg/dL)
Valor de referencia: Hasta 150 mg/dL

Paciente dislipidémico: Mayor de 150 mg/dL



b. Determinacion de Colesterol Total
i. Principio
La determinacién del colesterol se basa en la hidrdlisis enzimatica y la
oxidacion. El indicador utilizado es la quineimina, formada por la combinacién del
peréxido de hidrogeno y 4-aminoanipirina en presencia de fenol y peroxidasa. Es
una prueba enzimatica colorimétrica de punto final.
ii. Procedimiento
En un tubo de ensayo se agregé 1000 uL de reactivo, se anadié 10 uL del
suero a analizar, se incubd por 5 minutos a 37 °C y se midi6 la absorbancia en un
espectrofotometro a una longitud de onda de 546 nm.
jiii. Calculos

Para calcular la concentracion de colesterol total se utilizo la siguiente férmula

Concentracion = Absorbancia de Muestra X Concentracion de Estandar

Absorbancia de Estandar
Se reportd el resultado en miligramos/decilitro (mg/dL)
Valor de referencia: Hasta 200 mg/dL

Paciente dislipidémico: Mayor de 200 mg/dL

c. Determinacion de Colesterol HDL

i. Principio
Las lipoproteinas de baja densidad y de muy baja densidad son precipitadas del
suero o plasma, con el reactivo de sulfato de magnesio/dextran sulfato, segun la

metodologia de Finley (12).



ii. Procedimiento

Las lipoproteinas de alta densidad (HDL) son determinadas en el fluido
sobrenadante, de la siguiente manera. A 500 uL de suero se adicionaron 50 uL de
reactivo precipitante de HDL, se mezclé e incubd por 5 minutos a temperatura
ambiente, se centrifugd por 10 minutos a 1000 rpm y se separ6 el sobrenadante.
Se utilizé una prueba enzimatica colorimétrica de punto final. En un tubo de
ensayo se agregaron 1000 uL de reactivo de colesterol y se afadidé 25 uL del
sobrenadante a analizar, obtenido del paso anterior, se incubd por 5 minutos a 37
°C y se midi6 la absorbancia en un espectrofotometro a una longitud de onda de
546 nm.

iii. Calculos

Para calcular la concentracion de colesterol HDL fue utilizada la siguiente formula

Concentracion = Absorbancia de Muestra X Concentracion de Estandar

Absorbancia de Estandar
Se report6 el resultado en miligramos/decilitro (mg/dL)
Valor de referencia: Mayor de 45 mg/dL

Paciente dislipidémico: Menor de 45 mg/dL

d. Determinacion de Colesterol LDL

Para la determinacion semicuantitativa de Colesterol de LDL se utilizé la formula
de Friedewald (12).
C-LDL = C-Total - (Triglicéridos) + C- HDL
5
Todo ello expresado en mg/dL y siempre que los niveles de triglicéridos sean

menores de 400 mg/dL.



El C-LDL es considerado el mejor indicador clinico de riesgo cardiovascular y
se considera elevado si es mayor de 160 mg/dL en sujetos de riesgo bajo; mayor
de 130 en aquellos con riesgo alto; y mayor de 100 en pacientes con riesgo

maximo.
e. Determinacioén de Interleucina 10

Las muestras de los paciente hipercolesterolémicos fueron analizadas para
determinar los niveles séricos de interleucina 10, en el equipo IMMULITE 1 DPC y
la metddica utilizada fue un ensayo inmunomeétrico quimioluminiscente marcado
enzimaticamente en fase sélida, siendo los valores de referencia reportado en el

inserto del reactivo para éste método de 5 a 9.1 pg/mL (54).
3. Control de Calidad

Para la cuantificacién del colesterol total en las muestras se utilizé un Microlab-
300® que fue calibrado con el estandar incluido en el kit de reactivos. Los niveles
de IL-10 de las muestras fueron determinados con un equipo de
quimioluminiscencia INMMULITE® utilizandose para su calibracion los calibradores
incluidos en el kit comercial.

Se realizd el control de calidad interno tanto para las pruebas enzimaticas
como para inmunoensayos. Los resultados obtenidos fueron ingresados al
programa informatico interno de Ultralab. Si los resultados de los controles
internos cumplian con las reglas de Westgard 1-2s (una observacion de control
fuera de los limites de 2 desviaciones estandar) y 4-1s (4 valores consecutivos del
mismo lado de la media, independiente de las desviaciones estandar especificas
en la que se localicen) los resultados de las corridas de muestras se aceptaron, de
no ser asi, se debid calibrar los equipos hasta lograr que pasaran los controles de
calidad.

El coeficiente de variacion (CV) intraensayos para el colesterol total fue de

4.3% para el suero normal y de 3.8% para el suero patolégico. En el caso de la



IL-10 el CV fue de 7.1% para el suero normal y de 8.8 % para el suero patoldgico.
Dichos CV se encuentran entre las dos desviaciones estandar permitidas segun el
fabricante. El fabricante presenta CV teoricos de 4.2 % hasta 9.9 % a diferentes
concentraciones, segun los insertos que vienen en el kit comercial.

Como control de calidad externo se utilizé Prevecal®, para evaluar el
desempenio y la exactitud de la pruebas, siendo este control de tipo mensual y
teniendo una duracién un afo, los resultados obtenidos se utilizaron para realizar
medidas correctivas en caso en el que fueron necesarias. Los resultados
obtenidos del control externo fueron satisfactorios, no mostrando tendencias ni

errores sistémicos en el tiempo que se llevo a cabo el estudio.

4. Disefo de la Investigacion

La investigacion fue de tipo descriptivo no probabilistico por cuota, el tamafno

de la muestra se establecid a conveniencia.

a. Criterios de Inclusion

Pacientes hipercolesterolémicos (concentraciones de colesterol sérico por
encima de 200 mg/dL), con una edad minima de 18 afos, que asistieron a la Casa
del Paciente Crénico, sin importar si toman medicamento y que den su

consentimiento por escrito para realizar el estudio.

b. Criterios de Exclusion

e Pacientes dislipidémicos pero no hipercolesterolémicos.
e Que no aceptaron que se les realice el estudio segun la boleta de
consentimiento.

e Menores de 18 afios de edad.



c. Analisis de Resultados

Se determiné los niveles séricos de IL-10 en una muestra de 96 pacientes
hipercolesterolémicos, obtenida por un muestreo a conveniencia, debido al costo y
la cantidad de reactivo disponible para realizar la investigacion.

Los resultados de las concentraciones séricas en mg/dL para el colesterol total
y en pg/mL para los niveles de IL-10, fueron presentadas en tablas.

Ademas la concentracion de IL-10 asi como la clasificacién de la respuesta
(normal o baja) se mostr6 en porcentaje a través de graficas estadisticas.

También se presentaron la frecuencia y el porcentaje de otras variables tales
como geénero, edad y padecimiento de alguna otra enfermedad crénica diferente a
la dislipidemia. No se llevd a cabo ninguna comparacion entre hipercolesterolemia

y niveles séricos de IL-10, por no ser parte de los objetivos del estudio.

d. Aspectos éticos de la investigacion

Se desarrollé una boleta de consentimiento del paciente para ser sometido al
estudio, donde se le explicd la metodologia de toma de muestra, la importancia de
realizar el estudio tanto para él, por la situacion de riesgo que presenta, como para
la poblacion guatemalteca en general por los resultados que de la investigacion se
obtengan.

A los pacientes que se sometieron al estudio se les entregaron los resultados
obtenidos y con ellos pudieron asistir con el cardidélogo de la institucion para la
interpretacion de los mismos y las medidas que éste considere pertinentes segun

cada caso en particular.



VIll.  RESULTADOS

Se determin6 el nivel sérico de Interleucina 10 (IL-10) por el método de
quimioluminiscencia en 96 pacientes que asistieron a la Casa del Paciente Crénico
y que aceptaron voluntariamente participar en el estudio, llenando y aceptado lo
descrito en la boleta de consentimiento que se disefid para la presente

investigacion. La distribucion de pacientes por género se presenta en la Tabla 1.

Tabla 1. Distribucidn de pacientes por género (n = 96)

Género Frecuencia Porcentaje
Masculino 61 64%
Femenino 35 36%

Total 96 100%

Fuente: Datos experimentales

El promedio de los niveles séricos de colesterol por género fueron de 243.8
mg/dL para hombres con una desviacion estandar de 28.4 mg/dL, para mujeres el
promedio fue de 241.1 mg/dL, con una desviacion estandar de 27.8 mg/dL (Tabla
2).

Tabla 2. Frecuencia de pacientes segun niveles de colesterol (n = 96)

Niveles de Colesterol

(Mg/dL)? Frecuencia Porcentaje
231-240 11 11%
241-250 20 21%
251-260 30 31%
261-270 25 26%
271-280 10 10%
Total 96 100%

a: Miligramos por decilitros

Fuente: Datos experimentales



La frecuencia de pacientes segun edad se presenta en la Tabla 3. Se observa
que todos los pacientes participantes al momento de realizarse la investigacion
eran mayores de 18 afios, siendo el de menor edad un hombre de 31 afios y el de

mayor edad un hombre de 73 anos.

Tabla 3. Frecuencia de pacientes segun edad (n = 96)

(E\gﬁg) Frecuencia Porcentaje

31A40 15 16%

41 A 50 15 16%

51 A60 46 48%

61A70 15 16%

71 A 80 5 5%
Total 96 100%

Fuente: Datos experimentales

Se evalué a través de entrevista a todos los pacientes si tenian algun
padecimiento que fuera predisponente de afecciones cardiacas adicional a la
hipercolesterolemia o que tengan relacion con los niveles de IL-10. Los resultados

se presentan en la Tabla 4.

Tabla 4. Frecuencia de pacientes que presentaron enfermedades

adicionales a la hipercolesterolemia (n = 96)

Enfermedad Frecuencia Porcentaje
Diabetes 21 22%
Hipertension 25 25%
Alergia 15 16%
2 6 mas enfermedades 20 21%
Ninguna 15 16%
Total 96 100%

Fuente: Datos experimentales



De la revision de los datos reportados en la boleta de consentimiento se obtuvo
la informacion de enfermedades adicionales a la hipercolesterolemia y que
constituyen otro factor de riesgo para padecer enfermedades cardiovasculares,

dichos datos se presentan en la tabla 5.

Tabla 5. Frecuencia de pacientes que presentaron dos o mas enfermedades
(n =20)

Enfermedades Frecuencia Porcentaje
Hipertension, Alergia y Artritis 5 25%
Hipertension y Alergia 10 50%
Diabetes e Hipertension 5 25%
Total 20 100%

Fuente: Datos experimentales

Como se observa en la Tabla 6, el 93% de los pacientes evaluados

presentaron concentraciones séricas bajas de IL-10.

Tabla 6. Frecuencia de pacientes segun niveles séricos de IL-10 (n = 96)

Nivel Sérico de IL-10 Pacientes Porcentaje
Concentracion baja o
(Menor de 5 pg/mL?®) 89 93%
Concentracion Normal v 79
(Igual o Mayor a 5 pg/mL) °
Total 96 100%

a: Picogramos por mililitros

Fuente: Datos experimentales



Tabla 7. Frecuencia de pacientes con niveles séricos bajos de IL-10 (menores de
5 pg/mL) (n = 89)

Niveles Séricos de IL-10

a Pacientes Porcentaje
pg/mL
0.0-0.99 33 37%
1.0-1.99 30 34%
2.0-2.99 21 24%
3.0-3.99 3 3%
4.0-4.99 2 2%
Total 89 100%

a: Picogramos por mililitro

Fuente: Datos experimentales

Tabla 8. Frecuencia de pacientes con niveles séricos normales de IL-10 (igual o

mayor de 5 pg/mL) (n =7)

Niveles Séricos de IL-10 Pacientes Porcentaje
6.0-6.99 4 57%
>9.00 3 43%
Total 7 100%

Fuente: Datos experimentales



IX.  DISCUSION DE RESULTADOS

Un informe del Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social (MSPAS), indica
que la tasa de mortalidad por enfermedades cardiovasculares, es mas elevada en
personas de 45 a 55 anos, por esta razén resulta de suma importancia evaluar al
grupo anteriormente descrito por medio de marcadores predictivos de inflamacion
conjuntamente con los demas factores de riesgo cardiovascular global que se
describen en la presente investigacion (9, 10, 52).

En este estudio los pacientes que aceptaron participar y firmaron la boleta de
consentimiento, fueron 61 (64 %) hombres y 35 (36 %) mujeres.

Unicamente fueron tomados en cuenta los pacientes con niveles de colesterol
total superior a 200 mg/dL, por lo que los resultados de los otros componentes
lipémicos como triglicéridos, colesterol HDL o colesterol LDL no se consideraron
parte del criterio de inclusion de la investigacion, aunque si fueron reportados a los
pacientes para seguimiento médico o tratamiento.

Todos los pacientes evaluados fueron mayores de 18 afos, estando el mayor
porcentaje (47.92 %) entre el rango de 51 a 60 afios. Es importante mencionar
que el riesgo de padecer enfermedad arterial coronaria y el proceso subyacente
de aterosclerosis aumenta con la edad, iniciandose a partir de los 45 afnos en
hombres y a los 55 afios en mujeres, estas ultimas tienen un riesgo mayor si no
reciben terapia de reemplazo con estrégenos (9, 10, 20, 52).

Solamente 15 pacientes (16 %) reportaron en la encuesta no padecer ninguna
enfermedad adicional a la hipercolesterolemia, lo que indica que los 81 pacientes
(84 %) restantes tienen algun otro factor de riesgo adicional predisponente para el
padecimiento de enfermedades cardiovasculares, siendo el mas frecuente la
hipertension que fue reportada por 25 (26 %) pacientes ademas de los 20 (21 %)
pacientes que mencionaron padecer dos 0 mas enfermedades, ya que todos estos
la incluyeron en sus padecimientos.

Con respecto a la IL-10, sabemos que inhibe la sintesis de citocinas por parte
de las células Th1. Estas células liberan citocinas como INF-y, TNF-B e IL- 2, las

cuales tienden a activar los macréfagos y responder a los antigenos presentados



por estas células. Mas aun, la IL-10 inhibe la estimulacion de las células Th1 por
parte de macréfagos y monocitos. Adicionalmente, la IL-10 tiene otros muchos
efectos en el sistema monocito/macrofago como la supresion de la produccion de
las citocinas llamadas inflamatorias IL-1q, IL-6, IL-8 y GM-CSF. De esta forma,
mayores concentraciones de IL-10 disminuyen de manera significativa el riesgo de
padecer procesos inflamatorios (30,40).

El presente estudio mostro niveles séricos de IL-10 por debajo del valor normal
establecido por el fabricante del reactivo y método utilizados (menor de 5 pg/mL)
en 89 (92,71 %) pacientes hipercolesterolémicos, siendo éstos tedricamente los
que presentan mayor riesgo de desarrollar dafio aterosclerético debido a una
reaccion inflamatoria, se sabe que la IL-10 tiene potentes propiedades
antinflamatorias y actua limitando la respuesta inflamatoria local, confiriéndole
estabilidad a la lesion aterosclerdtica, evitando que el desenlace pueda ser entre
otras afecciones el dafio coronario y la muerte (30, 40). Unicamente 7 pacientes
(7,29 %) tuvieron un nivel sérico de IL-10 en el rango normal (5,0 a 9,1 pg/mL).

Es importante hacer notar que los valores de referencia para la determinacion
de los niveles séricos de IL-10 pueden variar dependiendo de los diferentes
métodos EIA utilizados para su cuantificacion (55).

Se ha reportado que en otros procesos inflamatorios como diabetes, alergias o
enfermedades reumatoides los niveles de IL-10 se encuentran disminuidos (27,
35, 50).

En esta investigacién no se correlacioné los niveles séricos bajos de IL-10 con
las enfermedades anteriormente mencionadas, ya que la informaciéon del
padecimiento de las mismas en los pacientes fue obtenida mediante entrevista y
no se confirmaron mediante pruebas de laboratorio, ademas de no ser parte de la
investigacion.

En el presente estudio no hubo un grupo etareo por género o edad
predominante que mostrara una mayor incidencia de niveles séricos por debajo
del valor normal de IL-10. Ademas no se encontré una correlacién entre niveles

mas altos de colesterol con niveles mas bajos de IL-10.



Los resultados, tanto de colesterol como de IL-10, se obtuvieron realizando las
pruebas respectivas durante un mes. Estas fueron aceptadas debido a que los
valores de los controles de calidad interno para las dos pruebas cumplieron con
las reglas de Westgard establecidas en el presente trabajo. Esto se puede
observar en las graficas de Levey Jennings de ambos analitos que se adjuntan en
los anexos. El coeficiente de variacién (CV) intraensayos para el colesterol total
fue de 4.3% para el suero norma y de 3.8% para el suero patoldgico, siendo el CV
reportado por el fabricante de 1.62% y de 1.14% respectivamente.

En el caso de la IL-10 el CV fue de 7.1% para el suero normal y de 8.8 % para
el suero patoldgico, reportando el inserto de la metddica proporcionado por el
fabricante, un valor tedrico de CV de 4.8% y de 4.2% respectivamente.

Estas variaciones entre los valores de CV experimentales y los teoricos se
pueden deber entre otras cosas al envejecimiento de los reactivos, condiciones de
manejo y almacenamiento de los mismos, sin embargo no es posible afirmar con
certeza las casusas de variabilidad tedrico-experimentales.

Con base a los resultados presentados en este estudio, se puede decir que la
determinacién de niveles de IL-10 puede ser implementada de forma rutinaria
como un marcador predictivo de procesos inflamatorios y mas especificamente, de

enfermedad coronaria si esta asociado a hipercolesterolemia.



X. CONCLUSIONES

a. El 92,71 % de los pacientes tuvieron su nivel sérico de IL-10 por debajo del
valor normal de 5 pg/mL, siendo éstos tedricamente los que podrian
presentar mayor riesgo de desarrollar dafio aterosclerético asociado a una
reaccion inflamatoria.

b. La determinacién de niveles de IL-10 puede ser implementado de forma
rutinaria como un marcador predictivo de procesos inflamatorios y mas
especificamente de enfermedad coronaria si  estd unido a
hipercolesterolemia.

c. El 84 % de los pacientes evaluados reportaron padecer algun otro factor de
riesgo predisponente adicional a la hipercolesterolemia para el padecimiento

de enfermedades cardiacas, siendo la mas frecuente la hipertension.



Xl.  RECOMENDACIONES

Realizar investigaciones para evaluar otros posibles marcadores de
inflamacion como la IL-6 en pacientes con riesgo de padecer enfermedades
cardiovasculares.

Determinar los niveles de IL-10 en una poblacion guatemalteca sana con el
fin de establecer los valores de referencia para el pais.

Hacer un estudio comparativo determinando los niveles de IL-10 en una
poblacién sana y una con padecimientos de procesos inflamatorios para
establecer la diferencia entre ambas poblaciones.

Evaluar los niveles séricos de de IL-10 en pacientes con otras
enfermedades que se relacionen con procesos inflamatorios, para
determinar su utilidad diagndstica o predictiva.

Apoyar la investigacion para la evaluacion de nuevas pruebas diagndsticas
que sean de facil implementacién en los laboratorios clinicos guatemaltecos

y que puedan ser realizadas de forma rutinaria en los mismos.
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X1

ANEXOS

Boleta de consentimiento del paciente que sera sometido al estudio.

Determinacién de niveles séricos de interleucina 10

Lugar y fecha:

APROBACION:
Yo ,

después de escuchar

y entender

claramente la importancia que para mi y la poblacién tiene la realizacion de esta

prueba de laboratorio, doy mi consentimiento para ser incluido dentro del estudio de

determinacion de niveles séricos de Interleucina 10 en pacientes dislipidemicos.

Datos Basicos:

Fecha de Nacimiento:

Cms.

Peso: Lbs. Talla:

Sexo: M F Edad:

Diabético: Sl NO No sabe
Hipertenso: Sl NO No sabe
Artritis Sepsis Alergias

Fecha de recoleccion de la Muestra:

ARos

Otros:

Concentracion sérica de triglicéridos:

(Menor a 150 mg/dL)

Concentracion sérica de colesterol total:

(Menor a 200 mg/dL)

Concentracion sérica de colesterol HDL:

(Mayor a 45 mg/dL)

Concentracion sérica de colesterol LDL:

(Menor a 150 mg/dL)

Niveles séricos de Interleucina 10:

(5a9.1 pg/mL)

OBSERVACIONES:

Firma Cedula




En los graficos No. 9, 10, 11 y 12 se muestran los resultados de control de
calidad interno que validaron las corridas de las muestras de la presente

investigacion.

Grafico 9 Curva de Levey Jennings del control normal de colesterol total
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Grafico 10 Curva de Levey Jennings del control patolégico de colesterol total
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Grafico 11 Curva de Levey Jennings del control patolégico de IL-10
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Grafico 11 Curva de Levey Jennings del control normal de IL-10
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