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Resumen

Las enfermedades cardiovasculares son el principal problema de salud a nivel mundial, en nuestro
pais las enfermedades isquémicas del corazon son la segunda causa de muerte. El infarto agudo
del miocardio es un padecimiento isquémico coronario agudo que se caracteriza por una interrupcion
abrupta del flujo arterial coronario, generalmente relacionado a lesiones causadas por placas
arterioscleroticas.

Desde principios de los 90s se hizo énfasis en el papel prominente de la inflamacion en el inicio y
desarrollo de la aterosclerosis y del IAM. Se han realizado diversos estudios tratando de dilucidar el
papel de las moléculas relacionadas con la inflamacién en la patogenia de la enfermedad. Tal es el
caso de las citocinas como la IL-1f3 e IL-1ra. En el presente estudio se investigd la relacién entre los
polimorfismos de los genes que codifican para estas proteinas (IL1B, IL1F10 e IL1RN) y la
propension hacia el IAM, en una muestra de la poblacion mexicana.

En el estudio se incluyeron al menos 100 individuos mestizos mexicanos con diagnostico de 1AM,
ingresados a la unidad coronaria del INC, y al menos 100 individuos mestizos mexicanos libres de
sintomas y sin antecedentes clinicos o familiares de enfermedad cardiovascular.

Se determiné la frecuencia de los polimorfismos IL-1B-511, IL1F10.3, ILIRNVNTR, IL1R/N.4T>C,
ILTRN.6/1C>T e IL1RN.6/2C>G en las muestras de pacientes y de individuos sanos.
Posteriormente, se obtuvo el haplotipo de riesgo con los polimorfismos del gen ILTRN. Asi mismo,
se cuantificd la proteina IL-13 sérica en ambos grupos de estudio.

El alelo 2 (p=0.0000201; RM=3.560, IC al 95% de 1.957 — 6.473) y el genotipo 1/2 (p=0.0000631;
RM=4.04, IC al 95% de 1.89 — 8.81) del polimorfismo ILIRNVNTR mostraron una asociacion con la
propension al IAM. Al analizar los resultados del polimorfismo IL-1B-511 se observé una tendencia
entre el grupo de pacientes y el de individuos sanos en el genotipo CC (p=0.053; RM=2.58 IC al 95%
de 0.89-7.82), por lo que dicho genotipo podria considerarse de propensidn hacia el padecimiento de
la enfermedad. En el andlisis del polimorfismo IL1F10.3, se utilizd un modelo dominante para
evaluar el genotipo TT contra los genotipos TC y CC (TT vs TC + CC) obteniéndose un valor de p
dominante de 0.05815 (RM=1.699, IC al 95% de 0.980-2.943), lo cual indica que existe una
tendencia hacia que los genotipos TC y CC confieran un mayor riesgo hacia el padecimiento,
mientras que el genotipo TT confiere un riesgo menor. Los polimorfismos IL1R/N.4T>C,
ILTRN.6/1C>T e IL1RN.6/2C>G no mostraron diferencias estadisticamente significativas entre el
grupo de pacientes y el de individuos sanos.

El alelo 2 y el genotipo 1/2 del polimorfismos ILIRNVNTR estan asociados con la susceptibilidad
hacia el desarrollo del IAM en pacientes mexicanos. El genotipo CC del polimorfismo IL-1B-511
podria considerarse de propension al IAM mientras que el genotipo TT del polimorfismo IL1F10.3
puede ser considerado como de proteccion hacia el desarrollo de la patologia. El polimorfismo
ILTRN.6/1(T) se encuentra en DL con el polimorfismo IL1RNVNTR (2) en el grupo de pacientes y los
individuos portadores de este diplotipo son aproximadamente 4 veces mas susceptibles de padecer
IAM. Los resultados de la cuantificacion de la IL-13 sérica indican que no existen diferencias
estadisticamente significativas en la concentracion de dicha citocina entre el grupo de pacientes y el
de individuos sanos, ni en relacion con los diferentes genotipos analizados.
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Abstract

Cardiovascular diseases are the first health problem around the world and cardiac ischaemic disease
is the second major death cause in Mexico. Myocardial infarction (MI) is an acute coronary
syndrome characterized by an interruption of the blood flow through the coronary artery, which is
normally associated with coronary lesions caused by atherosclerotic plaques.

Since the early 90s a consensus has emerged that inflammation plays a decisive role in the
pathophysiology of atherosclerosis and MI. Several studies have tried to elucidate the role of
inflammation molecules in the pathogenesis of the disease, including cytokines such as IL-1f and IL-
1ra. Our purpose was to investigate the relationship between the polymorphisms of the genes coding
for the IL1B, IL1F10 and IL1RN proteins and the propensity to Ml in a Mexican population sample.

At least 100 Mexican Mestizos with MI diagnosis and 100 healthy Mexican Mestizos without
cardiovascular disease history were included in this study.

The frequency of the IL-1B-511, IL1F10.3, IL1RNVNTR, IL1R/N.4T>C, IL1RN.6/1C>T and
IL1RN.6/2C>G polymorphisms was determined in DNA samples from patients and healthy individuals
along with the seric protein IL-1( from both groups. The risk haplotype was obtained with the gene
ILTRN polymorphisms.

The 2 allele (p=0.0000201; OR=3.560, 95% CI: 1.957 — 6.473) and the 1/2 genotype (p=0.0000631;
OR=4.04, 95% CI: 1.89 — 8.81) from the ILIRNVNTR polymorphism showed an association with the
propensity to MI. A tendency in the CC genotype (p=0.053; OR=2.58, 95% CI: 0.89-7.82) between
patients and healthy individuals was observed when the results of IL-1B-511 polymorphism were
analyzed, such genotype could indicate propensity to MI. A dominant model was used for the
analysis of the IL1F10.3 polymorphism, the TT genotype was compared against the TC and CC
genotypes (TT vs TC + CC). The p dominat value (p=0.05815; OR=1.699, 95% CI: 0.98-2.94)
indicates that TC and CC genotypes provide a major risk to MI, while the TT genotype confers a
minor risk. The IL1R/N.4T>C, IL1RN.6/1C>T and IL1RN.6/2C>G polymorphisms did not show
statistical significant differences between patients and healthy individuals.

The 2 allele and the 1/2 genotype from the ILIRNVNTR polymorphism are associated with
susceptibility to Ml in Mexican patients. The CC genotype from the polymorphism IL-1B-511 could be
considered of propensity to MI, while the TT genotype from the polymorphism IL1F10.3 could be
accounted for protection against that pathology. The polymorphisms IL1RN.6/1(T) and IL1RNVNTR
(2) are in LD (linkage disequilibrium) in the patients group, the diplotype carriers are almost 4 times
more susceptible to MI. The results of the quantification of the seric IL-18 showed no significant
statistical differences between patients and healthy individuals, nor with the analyzed genotypes.
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1. Introduccion

Las enfermedades cardiovasculares representan el principal problema de salud a nivel
mundial. Cada 4 segundos ocurre un sindrome isquémico coronario agudo y cada 5
segundos un infarto cerebral provocando la muerte de 17 millones de personas
anualmente. En la actualidad, dichas patologias son la quinta causa de muerte en el
mundo, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que para el afio 2020 seran

la primera causa de mortalidad (Pavia y Lara, 2005).

En México se ha registrado un cambio epidemiolégico en las Ultimas décadas; las
enfermedades infecciosas han dejado de ocupar los primeros lugares de morbilidad y
mortalidad, y en su lugar las enfermedades cronicodegenerativas son la primera causa
de muerte después de los 20 afios de edad. Existe un incremento en la tasa de
mortalidad por enfermedades cardiovasculares de 20.3 por cada 100 000 habitantes en
1960 a 69.4 en 1970, misma que se ha mantenido hasta la actualidad (Pavia y Lara,
2005).

En el ano 2000, las enfermedades del corazdn, la diabetes mellitus, los tumores
malignos y los padecimientos cerebrovasculares, fueron las principales causas de
muerte entre la poblacién adulta mayor. De cada 100 individuos, casi 23 mueren por
enfermedades cardiacas (INEGI, 2004) mientras que, en la poblacion en edad
productiva (15 a 64 afos), las enfermedades isquémicas del corazén son la tercera
causa de muerte en dicho grupo y la segunda causa en la poblacién general. Asi

mismo, este tipo de enfermedades son la principal causa de muerte en la poblacion



masculina y la segunda en la poblacién femenina (INEGI, 2003). El 78% de las muertes

por cardiopatia isquémica se deben a infarto agudo del miocardio (Pavia y Lara, 2005).

Existen diversas enfermedades cardiacas, las cuales pueden clasificarse en: arritmias,
valvulopatias o trastornos de las valvulas mitral, tricispide y adrtica; asi como
endocarditis, pericarditis, miocarditis, miocardiopatias, cardiopatias, insuficiencia
cardiaca y tumores del corazon. Dentro de las cardiopatias se encuentra la cardiopatia
isquémica, en la que se distinguen, a su vez los sindromes isquémicos coronarios
agudos (SICA) representados por el infarto agudo del miocardio (IAM) y la angina de
pecho (Guadalaja, 1997).

El IAM se caracteriza por una interrupcion abrupta y subita del flujo arterial coronario,
generalmente relacionada con fenémenos trombdticos agudos asociados con lesiones
coronarias causadas por placas arteriosclerdticas (Fuster et al, 1992; Libby, 2002;
Hansson, 2005; Hansson et al, 2006). Dependiendo del tiempo de duracién de la
obstruccidon trombotica y de la pérdida de irrigacion miocardica, se desencadenan una
serie de alteraciones las cuales se pueden observar inicialmente en los miocitos y
promueven el deterioro, con consecuencias desastrosas, en la anatomia regional y

parietal del corazon (Fuster et al,, 1992 y Fuster et a/., 1999).



2. Marco Teorico

2.1. Aterosclerosis: Respuesta inflamatoria ante la retencion de

lipoproteinas

La aterosclerosis se define como una enfermedad caracterizada por la acumulacion de
lipidos y elementos fibrosos en las arterias grandes; dicha enfermedad es el principal

factor responsable del desarrollo de las enfermedades cardiovasculares (Libby, 2002).

La visibn de la fisiopatologia de esta importante enfermedad ha evolucionado
sustancialmente. En el siglo XIX, la hipdtesis de incrustacion y la de los lipidos
explicaban la patogénesis de la aterosclerosis. La primera de éstas, propuesta por von
Rokitansky en 1852, sugeria que el engrosamiento de la intima se debia a la
acumulacién de fibrina, con una subsecuente organizacién de fibroblastos y a un
depdsito secundario de lipidos. La hipdtesis de los lipidos propuesta en 1856 por
Virchow sugeria que los lipidos de la pared arterial provenian de los lipidos de la sangre
y que posteriormente formaban complejos con los mucopolisacaridos, dichos complejos
se acumulaban debido a que el mecanismo de acumulacién predominaba sobre el de
remocion (Fuster et a/,, 1992). La conexidn existente entre los lipidos y el desarrollo de
la enfermedad domind hasta 1970; basada en las relaciones experimentales y clinicas
entre la hipercolesterolemia y el ateroma. Entre 1970 y 1980 el conocimiento
emergente de la biologia vascular puso énfasis en los factores de crecimiento y la

proliferacion del musculo liso. La fusidén de conocimientos llevd al concepto del ateroma



como un cementerio de residuos lipidicos acelulares envueltos por una capsula de

células de musculo liso en proliferacion (Libby, 2002).

Durante la década pasada, se comenzd a apreciar el papel prominente de la inflamacion
en la aterosclerosis y sus complicaciones; especialmente con la integracion de las
observaciones dentro de una hipdtesis mas compleja denominada “hipotesis de
respuesta al dafio”. Esta plantea el dafio al endotelio como el paso que provoca la
interaccion de macrofagos, plaquetas, células del musculo liso y células endoteliales
culminando en el desarrollo de la lesién arteriosclerdtica. Dicha interaccion se lleva a
cabo mediante la sintesis o liberacién de quimioatrayentes y factores de crecimiento
provenientes de las células antes mencionadas. El dafio endotelial puede inducir la
liberacién de factores de crecimiento que estimulan a las células presentes en la arteria

de manera autocrina y paracrina (Ross, 1986).

Anteriormente, el ateroma era considerado como una sencilla acumulacién de lipidos;
hoy en dia la nocién de que la inflamacidon y la respuesta inmune contribuyen a la
arteriogénesis ha generado un creciente interés. Esto ha impulsado un gran nimero de
investigaciones que han aportado evidencias clinicas que demuestran que la inflamacién
desempefia un papel clave en la patogenia de la aterosclerosis y de sus complicaciones,
a tal grado que actualmente es considerada como una enfermedad inflamatoria (Ross,
1986 y 1999; Becker et al., 2001; Libby, 2001 y 2002; Carrillo y Bear, 2004; Hansson et
al., 2006).

La histopatologia de la aterosclerosis revela un proceso inflamatorio activo. Las lesiones
arterioscleréticas, denominadas ateromas o placas arteriosclerdticas, se presentan de

manera general como adelgazamientos centrales de la intima; la capa mas profunda de



la arteria. Las lesiones se componen de células, elementos del tejido conectivo, lipidos
y deshechos celulares. La mayoria de las células que se encuentran en el ateroma son
células inflamatorias derivadas de la sangre y las restantes son células endoteliales y de
musculo liso. El ateroma es precedido cronoldgicamente por las estrias grasas, las
cuales son sitios de acumulacion de gotas de lipidos y células del sistema inmune. Los
macréfagos llenos de lipidos, llamados células espumosas, predominan en las estrias
grasas; éstas también contienen linfocitos T, células dendriticas y células cebadas. Las
estrias grasas prevalecen en individuos jovenes, nunca causan sintomas y pueden

progresar hacia ateromas o bien desaparecer (Fuster et a/.,, 1992; Hansson et al., 2006).

El ateroma es estructuralmente mas complejo que la estria grasa. En el centro del
ateroma, las células espumosas, las células muertas y las gotas lipidicas extracelulares
forman un nucleo, rodeado por una capa de células de musculo liso y una matriz rica en
colageno. Linfocitos T inmunocompetentes y macrofagos infiltran la lesion y son
particularmente abundantes en la region del ateroma que se encuentra en crecimiento y
en la interfase entre la capa de musculo liso y el nlcleo. La mayoria de las células del
sistema inmune que se encuentran en el ateroma muestran signos de activacion y
producen citocinas pro-inflamatorias (Fuster et a/, 1992; Hansson, 2005, Hansson et
al., 2006).

La fase inicial de la aterosclerosis es una respuesta de tipo inflamatoria inducida por la
retencion de lipoproteinas en la intima de la arteria. Cuando los niveles plasmaticos de
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y de baja densidad (LDL) aumentan, infiltran
la pared arterial a un grado que excede la capacidad de su eliminacion y son por tanto
retenidas en la matriz extracelular, como se ilustra en la figura 1 (Ross, 1999; Carrillo y
Bear; 2004; Hansson et al., 2006).



La modificacion de las proteinas LDL por ataque enzimatico u oxidacidn no-enzimatica
en donde se engloban procesos como oxidacidn, glucosilacién, agregacion, asociacion
con proteoglicanos o incorporacidn a complejos inmunes en la intima; provocan la
liberacion de fosfolipidos que activan a las células endoteliales, que a su vez expresan
diversos tipos de moléculas de adhesidon a leucocitos, las cuales causan la adhesién al
sitio de activacion de las células sanguineas que circulan y tienen contacto con la
superficie vascular. Debido a que la molécula de adhesidon al endotelio vascular 1
(VCAM-1) se sobre-expresa en respuesta a este estimulo, las células con receptores a
esta molécula, como los monocitos y los linfocitos, se adhieren a estos sitios de
activacién. Adicionalmente a los leucocitos mononucleares, las plaquetas también se

adhieren a las células endoteliales activas (Ross, 1999; Hansson et a/., 2006).

De igual forma, se ha observado que las selectinas P y E, ademas de VCAM-1,
contribuyen al reclutamiento de leucocitos en ratones susceptibles a la aterosclerosis.
Se ha observado que los constituyentes de las lipoproteinas modificadas, como algunos
fosfolipidos oxidados y aldehidos de cadena corta, producto de la oxidacion de las
lipoproteinas, pueden inducir la transcripcion del gen VCAM-1 mediada en parte por el
factor nuclear- kB (NF-kB). Las citocinas pro-inflamatorias tales como la interleucina-1
(IL-1B) o el factor de necrosis tumoral o. (TNF-o.) inducen la expresién de VCAM-1 en las
células endoteliales a través de esta via. Por lo tanto, las citocinas pro-inflamatorias
pueden ligar la hipercolesterolemia con la expresion de VCAM-1 (Garcia-Moll y Kaski,
1999; Libby, 2002).

La activacion endotelial ocurre preferentemente en sitios de tension hemodinamica. El
flujo hemodinamico tipico en los segmentos propensos a la aterosclerosis causa un

incremento en la expresion de moléculas de adhesion y de genes inflamatorios en las



células endoteliales y, al igual que la acumulacién de LDL, promueve la inflamacion
(Hansson et al., 2006).

Una vez adheridos al endotelio, los leucocitos migran hacia la intima, mediante
diapédesis, a través de las células endoteliales y sus uniones (figura 1). La migracion
ocurre en respuesta a los estimulos quimioatrayentes, incluyendo quimiocinas. Diversos
tipos de quimiocinas participan en el reclutamiento de varias clases de leucocitos, entre
éstas se encuentra la proteina quimioatrayente de monocitos-1 (MCP-1), que atrae
monocitos y linfocitos T y B; asi como la monocina IP-10 inducida por interferon-y (IFN-
y). También se ha observado que la IL-8 juega un papel similar en la quimioatraccion

de leucocitos durante la arteriogénesis (Libby, 2002; Hansson et a/., 2006).



Activacion Endotelial Los monocitos circulantes se adhieren a
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Figura 1. Etapa inicial de la formacién de una placa arteriosclerdtica. En la figura se observa la
activacion del endotelio por las LDLs oxidadas y el reclutamiento posterior de los monocitos por las
moléculas de adhesion y otras quimiocinas. Abreviaturas: LDL-Lipoproteinas de baja densidad, LDLox-

Lipoproteinas de baja densidad oxidadas. (Traducido de Hansson et a/., 2006).

El factor estimulador de colonias de macréfagos (M-CSF), producido en la intima
inflamada, induce la diferenciacién de los monocitos entrantes hacia macréfagos. La
diferenciacién de los macréfagos es un paso necesario para la aterosclerosis y esta
asociada con la sobre-regulaciéon de los receptores de reconocimiento de patrones de la
inmunidad innata. Estos receptores incluyen a los receptores “basureros” o scavenger
(ScRs) y a los receptores tipo “toll” (TLRs), como puede observarse en la figura 2. Los
ScRs internalizan una amplia gama de moléculas y particulas con patrones moleculares
semejantes a patdgenos; entre éstas se encuentran las endotoxinas bacterianas, los
fragmentos de células apoptosicas y particulas de LDL oxidadas (LDLox), que son
fagocitadas y degradadas por esta via. Si el colesterol derivado de la fagocitosis de las

LDLox no puede ser movilizado hacia afuera de la célula de manera eficiente, éste se



acumula en forma de gotas citosodlicas (figura 2). Dicho proceso aumenta en la
inflamacion, ya que las citocinas pro-inflamatorias y las endotoxinas inhiben la expresion
de ABCA1 y ABCGI1, proteinas transportadoras con secuencias de unién a ATP, que
exportan el colesterol fuera de la célula. En consecuencia, el macréfago se transforma
en una célula espumosa, célula prototipica de la aterosclerosis. La formacion de dichas
células dentro de la intima del vaso sanguineo dispone el escenario para que el ateroma

se convierta en una placa fibrosa (Carrillo y Bear, 2004; Hansson et a/., 2006).

En cambio, cuando los TLRs se unen a ligandos con patrones moleculares semejantes a
patdgenos, inician una cascada de sefializacidon que lleva a la activacion del macréfago.
Las toxinas bacterianas, las proteinas de estrés y los motivos de ADN son reconocidos
por varios TLRs; adicionalmente la proteina HSP60 y las LDLox activan estos receptores.
En las lesiones arteriosclerdticas las células poseen un espectro amplio de TLRs, y dado
que la mayoria activan al NF-kB, es posible que la inflamaciéon en la placa dependa

parcialmente de esta via de sefializacion (Hansson et a/., 2006).
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Figura 2. Papel de la respuesta inflamatoria durante el inicio de la aterosclerosis. Activacién de

monocitos hacia macrofagos y células espumosas. Abreviaturas: IL-1-Interleucina 1, TNF—Factor de
Necrosis Tumoral, IFN-y-Interferon Gamma, Th1-Subpoblacion de linfocitos T cooperadores cuya funcion
principal es estimular la fagocitosis, ScCR-Receptores de tipo “scavenger”, TLR-Receptores tipo “toll”, M-

CSF-Factor estimulante de colonias de macréfagos (Traducido de Hansson et a/., 2006).

La activacion de los macréfagos en el ateroma provoca la liberacion de moléculas
vasoactivas como oOxido nitrico, endotelinas y varios eicosanoides, asi como la
produccidén de especies reactivas de oxigeno. La produccién de estas ultimas tiene
consecuencias importantes en la oxidacion de las lipoproteinas y la citotoxicidad.
Finalmente, los macréfagos activados secretan enzimas proteoliticas que pueden
degradar los componentes de la matriz extracelular. La pérdida de éstos provoca la
desestabilizacién de la placa y un incremento en el riesgo de su ruptura con la

subsiguiente trombosis (Carrillo y Bear, 2004).
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Las células T son reclutadas en la lesion en formacion mediante mecanismos similares a
los de los monocitos (figura 3). Sin embargo, su patron de activacion depende del
reconocimiento de antigenos especificos y el ligamiento simultaneo de receptores de
coestimulaciéon. En las placas arterioscleréticas humanas, las células T CD4+
predominan sobre las CD8+. Las células T CD4+ se diferencian en varios subtipos, las
células efectoras Thil, las células Th2 y varios tipos de células T reguladoras. Las
células Thl producen IFNy y TNF e inducen la activacion de macrofagos y la
hipersensibilidad retardada; mientras que las células Th2 secretan IL-4, IL-5 e IL-13,
promueven la inflamacion mediada por eosindfilos y reacciones alérgicas. Las células T
reguladoras suprimen las funciones efectoras de otras células del sistema inmune
(Hansson et al., 2006).

La evidencia proveniente de estudios en humanos y en animales, sugiere que en la
aterosclerosis se favorece la respuesta inmune de tipo Thl, caracterizada por la
produccién local de IFNy. El IFNy es una citocina pro-arteriogénica, promueve la
activacién endotelial y de macréfagos con la produccidon subsiguiente de moléculas de
adhesion, citocinas, quimiocinas, radicales, proteasas y factores de coagulacion.
Adicionalmente, inhibe la proliferacién celular, la produccion de colageno y el flujo hacia
el exterior del colesterol. Esta citocina también puede ser producida por células T
CD8+, linfocitos citoliticos naturales (células NK) y células del musculo liso estimuladas
por IL-18. Las células Th1l también producen TNF, al igual que los macrofagos y las
células NK. Esta citocina actia a través de la via de NF-kB, es pro-inflamatoria,
citotoxica e inhibe enzimas metabdlicas clave como la lipoproteina lipasa. La IL-1,
producida por las células vasculares y por los macréfagos, tiene un espectro de accion

que se traslapa parcialmente con TNF y los ligandos de TLR. Esta citocina provoca la
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induccidon de metaloproteinasas, de la sintasa de dxido nitrico y moléculas de adhesién
(Hansson, 2005).

Activaciin de los linfocitos T y sus respuestas efectoras

Los linfocitas T se adhieren a la superficie
vascular a través de moléculas de adhesidn y
migran hacia la intima.
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Figura 3. Reclutamiento y activacion de linfocitos T en la formacion de un ateroma (Traducido de
Hansson et a/,, 2006).
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2.2. Sindromes coronarios agudos

Cada vez mas datos sugieren que la activacion de tipo inflamatoria de la placa provoca
la trombosis coronaria, lo cual conlleva a la isquemia del miocardio y al infarto. Es
probable que un proceso similar provoque el infarto en otras regiones altamente
vascularizadas como el cerebro (Hansson et al/, 2006). Las etapas del desarrollo y

complicacion de la placa arteriosclerética se ilustran en la figura 4.

Figura 4. Inicio, progresion y complicacion de una placa arteriosclerdtica. Arriba se muestra la seccion
longitudinal de una arteria ilustrando una linea de tiempo desde la arteriogénesis de una arteria normal
(1) hasta la evolucion de un ateroma que causa manifestaciones clinicas por trombosis o estenosis
(5,6,7). Abajo, secciones transversales de la arteria durante varios estados de la evolucion del ateroma.
1, arteria normal. 2, inicio de la lesion. Las células endoteliales expresan moléculas de adhesion, lipidos
extracelulares comienzan a acumularse. 3, los monocitos se transforman en macréfagos y fagocitan a las
lipoproteinas convirtiéndose en células espumosas. 4, se secretan proteasas de matriz que debilitan la
capa fibrosa de la placa. 5, rompimiento de la placa arteriosclerdtica y salida del trombo. 6, recuperacion
de la placa. 7, en algunos casos ocurren lesiones superficiales que complican la lesion. (Tomado de
Libby, 2001).

13



La reduccidon progresiva del diametro del lumen arterial puede provocar sindromes
clinicos como la angina y la claudicacion intermitente. Las complicaciones clinicas
agudas como el IAM y el infarto isquémico, son causadas por la formacion de un trombo
en la placa. A su vez, para la formacion del trombo es necesario que ocurra un dafo en
la superficie de la placa. Aproximadamente el 70% de los trombos coronarios aparecen
en sitios donde existe la fisura de la placa y el 30% parece ser causado por la erosion
superficial del endotelio. Los pacientes con sindromes coronarios agudos muestran
signos de inflamacién con niveles elevados de citocinas circulantes, reactantes de la fase
aguda (como la proteina C reactiva) y células T activadas. Estos niveles elevados
pueden reflejar la inflamacion exacerbada de la placa, lo cual promueve o causa la

ruptura de ésta y la trombosis (Carrillo y Bear, 2004).

Los mecanismos involucrados en la ruptura de la placa son diversos. En los sitios de
ruptura de la placa se han encontrado macréfagos activados, células T y células
cebadas. Estas células producen diversos tipos de moléculas capaces de desestabilizar
la lesidon, como las citocinas pro-inflamatorias, proteasas, factores de coagulacion,
radicales libres y moléculas vasoactivas. Dichos agentes inhiben la formaciéon del
casquete fibroso estable, atacan la capa de colageno e inician la formacién del trombo.
Todas estas reacciones promueven y posiblemente disparan la activacion de la placa,
con la posterior ruptura, trombosis e isquemia (Hansson et a/., 2006). De igual forma,
existen evidencias que sugieren que la disrupcion fisica de la placa puede disparar la
trombosis y promover la expansidon espontanea de las lesiones ateromatosas. Pueden
ocurrir tres tipos de disrupcion fisica; la primera de ellas es la erosidn superficial o la
descamaciéon de areas microscopicas de células endoteliales que forman la monocapa

que cubre la intima. Las areas de descamacion normalmente forman el centro o nido de
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un trombo plaquetario, ya que descubren el colageno del tejido subendotelial vy el factor

von Willebrand que promueven la adhesidn y la activacion plaquetaria (Libby, 2002).

La disrupcion de los microvasos, los cuales se forman en la placa arteriosclerdtica es
otro escenario para la progresion espontanea de la placa. Como resultado de la
angiogénesis se forman nuevos canales microvasculares en esta placa, estos nuevos
vasos sanguineos son particularmente fragiles y susceptibles a una microhemorragia.
Los depdsitos intra-placa de fibrina y sus productos, proveen evidencia de la hemorragia
en el interior de la placa. La trombosis /n situ provoca la generacion de trombina, la
cual ademas de escindir al fibrindgeno, estimula la migracion y proliferacion de musculo
liso a través de la liberacion del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF).
De igual forma, las plaquetas activadas producen el factor transformante de crecimiento
B (TGF-B), un potente estimulo para la sintesis de colageno intersticial por las células de
musculo liso. De esta manera, una hemorragia microvascular silenciosa dentro de la

intima con aterosclerosis, provoca la evolucion de la placa (Libby, 2002).

El tercer mecanismo y el mas comun es la fractura del casquete fibroso de la placa, el
cual también involucra la inflamacidon. El casquete fibroso normalmente sirve para
secuestrar al centro trombogénico rico en lipidos, que esta presente en el ateroma, del
torrente circulatorio por el cual circulan proteinas de coagulacion. La fisura del casquete
fibroso permite que las proteinas de coagulacion entren en contacto con factores
tisulares, lo que constituye el principal estimulo pro-trombético presente en el nicleo
lipidico de la lesion. Los eventos trombdticos amplifican la cascada inflamatoria en la
placa y, como consecuencia de la fisura de ésta, su volumen aumenta sUbitamente
(Garcia-Moll y Kaski, 1999).
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Se sabe poco acerca de los mecanismos de erosidon superficial de las placas
arteriosclerdticas. Dos procesos relacionados con la inflamacion pueden participar en la
descamacién endotelial. El primero, la muerte celular endotelial (mediante apoptosis o
necrosis), puede ser resultado de la produccién local de mediadores de la inflamacion o
por un ataque citolitico por células T activadas. Adicionalmente, los mediadores
inflamatorios y las lipoproteinas oxidadas pueden estimular la expresion y la activacion
de metaloproteasas de matriz  (MMPs) especializadas en la degradacion de
componentes sub-endoteliales de la membrana basal. Por lo tanto, el estimulo
inflamatorio puede promover la produccion, en las células endoteliales, de enzimas que
degradan los constituyentes de la matriz extracelular a los cuales se adhieren en
circunstancias normales. Por ejemplo, la MMP-2 promueve la descamacion endotelial
mediante la lisis de los contactos con la membrana basal causando la erosién superficial
de las placas arterioscleréticas y provocando la trombosis coronaria. Es asi como la
inflamacién puede promover la pérdida del endotelio, lo que constituye la caracteristica

principal de la erosion superficial (Ross, 1986; Rajavashisth et a/.,, 1999, Libby, 2002).

Los mecanismos de formacion de la microvasculatura en el ateroma, son semejantes a
los de angiogénesis en otros sitios. Ademas de la secrecién de factores de crecimiento
para la estimulacién de las células del musculo liso, las células inflamatorias (incluyendo
macréfagos) presentes en la placa, producen mediadores de la angiogénesis como los
factores de crecimiento para fibroblastos y el factor de crecimiento del endotelio
vascular (VEGF). La microvasculatura en la placa no sélo es un sitio para la hemorragia
in situ y la trombosis, también desempeiia una funcién de nutricidon que promueve el

crecimiento de la placa (Libby, 2002).
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Dentro de los distintos mecanismos de disrupcion de la placa, el mejor entendido es el
de fisura del casquete fibroso. Las moléculas de colageno intersticial confieren la mayor
parte de la fuerza de tension del casquete fibroso, varios procesos finamente regulados
determinan su nivel crucial para la estabilidad del casquete. Algunas citocinas pro-
inflamatorias, como el IFN-y, pueden inhibir la produccién de colageno en las células del
musculo liso, las cuales son la fuente principal de esta macromolécula de la matriz
extracelular en la pared arterial. Las fibras de colageno intersticial usualmente resisten
la degradacion proteolitica; Unicamente un ndmero limitado de colagenasas intersticiales
pueden hacer un corte proteolitico inicial en sus cadenas que forman la triple hélice
caracteristica de la fibra de colageno. En las placas arterioscleréticas son abundantes
las formas activas de las colagenasas intersticiales MMP-1, 8 y 13. Después del
rompimiento limitado realizado por las colagenasas intersticiales, las gelatinasas
contintdan con el catabolismo de esta molécula. En las placas arterioscleréticas se ha
observado la actividad aumentada de dos gelatinasas: MMP-12 y MMP-9. En las arterias
se ha observado la expresion enddgena de los antagonistas de las MMPs, los inhibidores
de tejido de metaloproteasas (TIMPs); aunque la evidencia de colagenolisis /n situ indica
un exceso en las formas activas de colagenasas intersticiales sobre las TIMPs en las
placas humanas arterioscleréticas. Los estudios in vitro indican que las moléculas
mediadoras de la inflamacion presentes en el ateroma, como la IL-1B, el TNF-ay el
ligando CD40 (CD154), aumentan la expresion de MMPs en los macréfagos y en las
células del musculo liso. De igual forma, las células cebadas presentes en la lesion
pueden secretar la MMP que induce al TNF-a, asi como serin-proteasas que son capaces
de activar las formas pro-enzimaticas latentes de MMPs (Becker et a/., 2001; Carrillo y
Bear, 2004; Hansson, 2005).
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Evidencias convergentes indican que la regulacion de los niveles de colageno en el
casquete fibroso de la placa arteriosclerética es un proceso dinamico. Cuando la
inflamacidon prevalece en la intima, la produccion de novo de colageno por las células
del musculo liso requerido para la reparacién y el mantenimiento del casquete fibroso
disminuye. Mientras tanto, la degradacion del colageno se incrementa debido a la
sobre-expresion de las MMPs activas. El resultado neto es la disminucién de la matriz
de colageno del casquete fibroso, tornandola en una estructura débil, fragil y susceptible
a la fractura cuando es sometida a estrés hemodinamico. De hecho, las placas pueden
clasificarse en estables si exhiben signos de estabilidad como un casquete fibroso
grueso y en placas inestables, susceptibles a la ruptura, cuando poseen un casquete
fibroso delgado y un esqueleto de coldgeno escaso como se esquematiza en la figura 4
(Ross, 1999; Libby, 2002).

Cuando la placa sufre una ruptura, la sangre que entra en contacto con los diferentes
factores del tejido se coagula. Las plaquetas activadas por la trombina generada por la
cascada de coagulacion y también por el contacto con el compartimiento de la intima
provocan la formacion del trombo. Si éste ocluye al vaso de forma persistente, un IAM
ocurrira como se ilustra en la figura 5. El trombo puede reabsorberse eventualmente
como resultado de una trombolisis enddgena o terapéutica (figura 4, etapa 6). De
cualquier forma, una respuesta para curar la herida iniciada por la trombina generada
durante la coagulacion de la sangre, puede estimular la proliferacién de células del
musculo liso. El PDGF liberado por las plaquetas activadas, estimula la migracion de las
células del musculo liso, mientras que el TGF-B secretado por las mismas plaquetas,
estimula la produccién de colageno intersticial. El incremento en la migracion,
proliferacidn y sintesis de matriz extracelular por las células del musculo liso provoca el

adelgazamiento del casquete fibroso y consecuentemente la expansion de la intima
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causando la constriccion del lumen arterial. Las lesiones de estenosis producidas por la
disminucidon del diametro del lumen restringen el flujo sanguineo, particularmente en
situaciones de demanda cardiaca, provocando la isquemia del tejido y causando
sintomas tales como la angina pectoris. Las placas con estenosis avanzada, siendo mas
fibrosas, son menos susceptibles a la ruptura y a la trombosis repetida. La disminucién
de los lipidos normalmente reduce su contenido y disminuye la respuesta inflamatoria
inicial dando como resultado una placa mas estable con un casquete fibroso grueso y un

lumen preservado, como se observa en la figura 5 (Libby, 2002).
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Figura 5. Formacidn y rompimiento de la placa arteriosclerética culminando en IAM (Traducido de Libby,
2002).

Sin lugar a dudas, el fendmeno inflamatorio desempefia un papel importante en el
desarrollo de la aterosclerosis coronaria y probablemente constituye el factor de
transformacion de un sindrome coronario de estable a inestable (Garcia-Moll y Kaski,
1999; Lopes et al., 2002; Corti et al., 2003). Ademas, como se explicd anteriormente, la

respuesta inflamatoria no sélo promueve el inicio de un proceso arteriosclerotico sino
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que también contribuye al posterior crecimiento del ateroma y a la precipitacion de
sucesos trombdticos agudos, como el IAM (Ross, 1999; Libby, 2001).

Los factores que desencadenan la inflamacion en la aterosclerosis son
hipercolesterolemia,  hipertension,  diabetes, obesidad, hiperhomocisteinemia,
tabaquismo y diversas infecciones bacterianas comuUnmente causadas por C.
pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae y Helicobacter pylori; asi como infecciones
causadas por virus de la familia de los Herpes como citomegalovirus, Epstein-Barr y
herpes-simple tipo I (Ross, 1999; Becker et al., 2001; Hansson et al., 2006). Dichos
estimulos provocan un dano en la pared vascular y, de acuerdo con la teoria de
respuesta al dafo propuesta por Ross, la aterosclerosis se puede considerar como el

resultado de una respuesta exagerada de tipo inflamatorio-fibroproliferativa.

Estudios realizados en pacientes con cardiopatias isquémicas estables y en aquellos con
sindromes coronarios agudos muestran concentraciones altas de marcadores circulantes
de inflamacion, como las citocinas pro-inflamatorias y otros indicadores de la fase aguda
como la IL-6 y la proteina C reactiva (CRP); de manera inequivoca, estas alteraciones se
deben al proceso inflamatorio en la arteria arteriosclerdtica. Cuando los niveles de estos
factores son altos, predicen un mal diagndstico (Garcia-Moll y Kaski, 1999; Libby, 2002;
Carrillo y Bear, 2004; Hansson, 2005; Hansson et al., 2006).

Ademas del TIAM, se ha observado el incremento de marcadores inflamatorios en
pacientes con angina estable crdnica, angina inestable e IAM; dicho incremento ha sido
corroborado por varios estudios /n vitro y en animales experimentales (Ridker et al.,
1998a, 1998b, 2000; Willerson y Ridker, 2004). Otros marcadores de la inflamacion que
se encuentran elevados en estos pacientes incluyen IL-7, IL-8, ligando CD40 soluble y la

pentrexina-3, relacionada con la CRP. De igual forma, es posible detectar células T

21



activas; la proporcion del subconjunto CD4°CD28 de células T pro-inflamatorias
aumenta en la sangre de estos pacientes. El repertorio inmune TCRBV*/DR* de dichas
células se encuentra perturbado en dichos pacientes; ciertas clonas se encuentran
expandidas de forma preferencial, como las clonas BV3, BV5, BV12, BV17 y BV20 que
sufren una expansién monotipica, mientras que las clonas BV9, BV14 y BV18 sufren una
expansion oligotipica. También existe reactividad incrementada hacia las LDLox, lo cual
sugiere que podria existir algun tipo de respuesta autoinmune en el desarrollo de los

sindromes coronarios agudos (Caligiuri et a/.,, 2000; Hansson et a/., 2006).

2.3. Citocinas

Entre las moléculas que participan en el proceso inflamatorio, las citocinas son las que
parecen orquestar el desarrollo cronico de la aterosclerosis. Estas moléculas pueden
llevar a la formacién de las placas de ateroma, las cuales provocan complicaciones
tromboticas agudas, tales como el IAM. En las placas arteriosclerdticas se han
detectado varias citocinas pro-inflamatorias, entre las que destacan la IL-1, IL-6 e IL-10,
asi como TNF-o. e INF-y. Estas moléculas desempefian un papel fundamental ya que
estan involucradas en la regulacion de la hematopoyesis y linfopoyesis, ademas de que
afectan la funcién de todos los tipos celulares involucrados en el proceso inflamatorio.
(Becker et al, 2001; Abbas y Lichtman, 2004; Carrillo y Bear, 2004; Hansson et al.,
2006).
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2.3.1. Sistema de moléculas de interleucina-1

Existen dos formas de IL-1, denominadas IL-1a. e IL-1B, con una homologia inferior al
30% entre ellas pero capaces de unirse a los mismos receptores de superficie celular y
mediar las mismas actividades bioldgicas. Las moléculas que integran la familia de IL-1
se esquematizan en la figura 6. Los dos polipéptidos de IL-1 se sintetizan en forma de
precursores de 31 kD y se secretan como proteinas maduras de 17 kD. La forma activa
de IL-1B es el producto escindido, mientras que la molécula de IL-1a. es activa en
ambas formas, como el precursor de 33 kD y como el producto escindido mas pequefio.
La mayor parte de IL-1 que se encuentra en la circulacion es IL-1p (Abbas y Lichtman,
2004).

La IL-1B es producida por macrofagos, plaquetas y endotelio dafiado, promueve la
interaccion de las células endoteliales con los leucocitos circulantes, induce la activacion
y proliferacion de monocitos/macrofagos y estimula la proliferacion de células del
musculo liso y la sintesis del inhibidor del activador del plasmindgeno (Dinarello, 1991;
Ikonomidis et al, 1999). Diversos estudios sugieren que esta citocina juega un papel
clave en el desarrollo de la aterosclerosis y la trombosis (Libby, 2002; Auer et al., 2003;
Vohnout et al, 2003; Latkovskis et al, 2004; lacoviello et al, 2005) y su efecto
bioldgico lo ejerce a través de la union con el receptor de IL-1 tipo I. Dicha union
induce la activacion de una cascada de fosforilacion que, a su vez, provoca la activacion
de factores de transcripcion de diversos genes. Este receptor se expresa en casi todos
los tipos celulares y desempefia una funcidon preponderante en las respuestas mediadas

por IL-1.
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Existe un segundo receptor para la IL-1 denominado receptor de IL-1 tipo II, el cual se
expresa en los linfocitos B, aunque puede inducirse en otros tipos celulares. Este no
desencadena respuesta alguna cuando se une la IL-1 ya que es estructuralmente
incapaz de activar la cascada de sefalizacion. La funcién principal del receptor de tipo
IT es actuar como un “sefiuelo”, ya que actlia como una trampa molecular para la IL-1
y, por lo tanto inhibe de forma competitiva la union de IL-1 al receptor de tipo I; por tal
motivo se le ha considerado como un regulador negativo del sistema de IL-1 (Mantovani
et al.,, 2001; Abbas y Lichtman, 2004).

Dentro de las moléculas que integran a la familia de IL-1 existe una que se denomina
antagonista del receptor de interleucina 1 (IL-1ra), la cual se une también al receptor de
IL-1 tipo I pero no induce respuesta intracelular alguna. Esta actividad se considera
clave en la regulacién de la respuesta a esa citocina (Arend, et al., 1998; Worrall et al.,
2003). Se han descrito tres variantes estructurales del IL-1ra: la primera isoforma de 17
kD es secretada por monocitos, macrofagos, neutréfilos y otras células. Una segunda
variante de 18 kD se mantiene en el citoplasma de queratinocitos, monocitos,
fibroblastos y otras células epiteliales. Finalmente, una isoforma adicional intracelular
que se encuentra en neutrdfilos, monocitos y células hepaticas. Las dos primeras
isoformas se transcriben del mismo gen a través del uso alternativo de los primeros
exones. La produccién de IL-1ra es estimulada por diversas sustancias como la IgG,
otras citocinas y componentes bacterianos o virales. Se ha observado que el IL-1ra
enddgeno es producido tanto en animales de experimentacién como en humanos
durante enfermedades autoinmunes y en inflamaciones cronicas. Se ha demostrado,

mediante el uso de anticuerpos neutralizantes anti-IL-1ra, que el IL-1ra enddgeno es
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una proteina anti-inflamatoria natural y se ha observado que es un inhibidor competitivo
de la IL-1 (Arend et al., 1998).

Los dos tipos de receptores de la IL-1 existen también en forma soluble. Ambos tipos
son miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas (Ig) y poseen tres dominios
semejantes a Ig en las porciones extracelulares, los cuales son procesados
enzimaticamente y se presentan como receptores solubles, tanto en el ambiente
pericelular como en la circulacidn. Los receptores solubles de tipo II se unen a la IL-1B
con mayor avidez que al IL-1ra y pueden funcionar como inhibidores de la accion /in vivo
de la IL-1B. Los receptores solubles de tipo I se unen de forma selectiva al IL-1ra
producido /7 vivo, de forma tal que pueden bloquear o neutralizar su accién anti-

inflamatoria natural (Arend et a/,, 1998). Lo anterior se ejemplifica en la figura 6.

Los resultados de diversos estudios indican que las proteinas IL-1p e IL-1ra poseen
hojas B plegadas idénticas y que los residuos en la cara de la superficie de ambas
moléculas se unen al mismo sitio en el receptor de tipo I. Sin embargo, la IL-1B posee
dos sitios adicionales de interaccidn con el receptor: entre las regiones 4 y 5 un asa B en
forma de listdn y una regién alrededor del acido aspartico en el residuo 145. Se
considera que estas interacciones son responsables de la diferencia entre la actividad
bioldgica de la IL-1B y el IL-1ra. Estudios de mutagénesis dirigida confirman que
existen dos sitios en los cuales se pueden unir ligandos: el sitio A y el sitio B. El primero,
se localiza en el lado de la estructura de barril B en los receptores de tipo I y participa
en la unién con los tres ligandos. El sitio B se encuentra al final de la estructura de
barril B y es capaz de unirse tanto a la IL-1a como a la IL-1B. La interacciéon entre
ambos agonistas de IL-1 con el sitio B se considera responsable de la induccién de las

respuestas bioldgicas en las células blanco (Arend et al.,, 1998).
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La identificacion y caracterizacion de una segunda subunidad del complejo de receptor
de IL-1, la proteina accesoria de IL-1 (AcP IL-1R), ha clarificado la bioquimica y la
biologia del sistema IL-1. La AcP IL-1R es una molécula de 570 aminoacidos de la
superfamilia de las Ig y posee una homologia limitada con ambos tipos de receptores.
Esta proteina accesoria forma un complejo tanto con la IL-1a. como con la IL-1B vy el
receptor de tipo I, pero la proteina IL-1ra no participa en la formacion de este complejo,
mismo que permite la induccién de las respuestas bioldgicas sefaladas. Se ha
observado que las lineas celulares que no expresan la AcP IL-1R no pueden responder a
la IL-1, pero la respuesta se restaura cuando se transfecta el cADN de este complejo.
Asi mismo, la transduccion requiere los dominios citoplasmicos intactos, tanto del

receptor como de la proteina AcP IL-1R (Arend et a/., 1998).

IL- 1ra

IL-1f |L-1f ! ||_.1T
337 349
26
29 213 181
Decoy Deooy n Decoy
IL-1R1 IL-1RII IL- ml Aok E IL-1RIIl
\é 4 Msts é
b,
A
i\ N IRAK-M IRAK2 IRAK TOLLIP ?

TRAFB

SAPK/INK NIK. TAK1

* KK, IKKP
Cc-jun
ATF2 *
TCF/EK1 I-xB/NF-xB

[

Figura 6. Moléculas pertenecientes a la familia de IL-1 (Tomado de Mantovani et a/,, 2001).
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2.4. Genes IL1 e ILIRN

Los genes IL1 (IL1A, IL1B e IL1F10) e ILIRN humanos se localizan en el brazo largo
del cromosoma 2, en las regiones ql4, q13-g21, q13 y ql4.2, respectivamente vy
abarcan aproximadamente una regiéon de 360,000 pb. Se distribuyen de la siguiente
manera: el gen IL1A entre las regiones 113,248,000 - 113,259,500 pb; el gen IL1B
entre las regiones 113,303,800 - 113,310,800 pb; el gen IL1F10 entre las regiones
113,542,000 - 113,549,900 pb y el gen ILIRN entre las regiones 113,591,900 -
113,608,100 pb (NCBI Map Viewer, disponible en el URL:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/maps.cgi?taxid=9606&chr=2&query=uid(730173
,12720912)&QSTR=3552%5Bgene%5Fid%5D&maps=gene_set&cmd=focus).

Los genes de los receptores humanos de tipo I y II también se localizan en el brazo
largo del cromosoma 2, pero no se encuentran proximos a los genes de los tres ligandos
(Arend et al., 1998; Rahman et al., 2006).

De manera reciente, se han descrito 6 secuencias de genes que codifican para proteinas
homdlogas a la IL-1. Estos nuevos genes descritos, que codifican para los miembros
de la familia de IL-1 se localizan en un cluster en el brazo largo del cromosoma 2, como

se observa en la figura 7 (Dunn et al., 2001; Timms et al., 2004).
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Figura 7. Localizacion de los genes de la familia de IL-1 en el cromosoma 2 (Disponible en URL:
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13522345.17%3A113765296.41J&QUERY=IL1A&Z0O0OM=1.0000).

Estos 6 genes se clasifican dentro de la familia de IL-1 ya que conservan la secuencia de
aminoacidos, la identidad de la estructura del gen y la probable forma tridimensional de
las proteinas que formaban parte en un principio de esta familia de citocinas (Sims et
al, 2001). Las similitudes reportadas entre la secuencia de aminoacidos de las
proteinas homologas a la IL-1 humana van desde el 52% (entre IL-1F5 e IL-1ra) hasta
13% (entre IL-1F5 e IL-18, la cual también se considera como miembro de la familia de
IL-1). Es probable que los miembros de la familia de IL-1 hayan surgido de un gen

ancestral comun, el cual pudo duplicarse varias veces (Dunn et a/., 2001).
Debido al descubrimiento de los genes arriba descritos, Sims y colaboradores, han

propuesto una nueva nomenclatura para dichos genes y sus proteinas correspondientes.

Tal sistema se ilustra en la Tabla 1 (Sims et a/., 2001).
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Nombre de la Nombres previos “Splicing” Simbolo del gen
proteina alternativo humano
IL-1F1 IL-1o - IL1IA
IL-1F2 IL-1B - IL1B
IL-1F3 IL-1ra IL-1F3b ILIRN

IL-1F3c
IL-1F4 IL-18, IGIF, IL-1y - IL-18
IL-1F5 IL-1Hy1,  FIL15,  IL-1H3, IL-1F5b IL1F5
IL-1RP3, IL-1L1, IL-18
IL-1F6 FIL1e - IL1F6
IL-1F7 FIL1¢, IL-1H4, IL-1RP1, IL-1H IL-1F7b IL1IF7
IL-1F7c
IL-1F8 FIL1n, IL-1H2 IL-1F8b IL1IF8
IL-1F9 IL-1H1, IL-1RP2, IL-1¢° - IL1F9
IL-1F10 IL-1Hy2, FKSG75 IL-1F10b IL1F10

Tabla 1. Nomenclatura para la familia IL-1 (Traducido de Sims et a/., 2001).

Existen diversos estudios en los que se han descrito varios polimorfismos para los genes
IL1 e ILIRN, por lo que cabe mencionar que un
existencia de dos o mas formas alternativas de un gen particular que se encuentra en la
poblacion en una frecuencia significativa mayor del 1%; cada variante comun de un gen
recibe el nombre de alelo. Por lo tanto, un individuo puede tener dos alelos diferentes

de un gen, cada uno heredado de un progenitor (Clarke, 1999; Lewin, 2000; Sudbery,

2004).
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2.4.1. Gen IL1B

El gen 7L1B se localiza especificamente en la region 2q13-g21; esta formado por 7
exones y 6 intrones y posee un tamano de 9,700 pb. El producto de este gen es una
proteina de 269 aminoacidos, la cual recibe el nombre de IL-1B o bien IL1F2; como se
observa en la Tabla 1 (Sims et al., 2001; Vélez-Catrillon et al., 2004).

En cuanto a la estructura proteica y la secrecion de la IL-1B, ésta es secretada sin
péptido sefal, con un peso molecular del precursor de 31 kD. Después de sintetizada
permanece en el citosol hasta que sufre un rompimiento y es transportada fuera de la
célula. Posteriormente, la proIL-1B debe ser procesada por la enzima convertidora de
IL-1B (ICE) o caspasa-1 para ser funcional. La proIL-1p (aminoacidos 1-116) sufre la
agregacion de residuos de lisina, no tiene forma membranal y es solo marginalmente
activa. La liberacion de la IL-1B madura parece estar asociada al rompimiento entre los
residuos de acido aspartico-alanina (aminoacidos 116-117) por la ICE (Vélez-Castrillon

et al., 2004). La sintesis y procesamiento de IL-1p se ilustra en la figura 8.

Se han reportado 82 polimorfismos de cambio de un solo nucleétido en este gen; sin
embargo, 5 han sido los mas estudiados: +3953 (nt5887) C—T, -31 C—T, -511 C-T,
nt3263 C—»T y nt5810 A—>T. En el presente estudio se incluyd el polimorfismo que se
encuentra en la posicion -511 (rs16944), el cual se encuentra en la regidon promotora
del gen. En dicho polimorfismo hay un cambio de citosina (C) por timina (T), donde la
presencia de C se considera como el alelo silvestre, también denominado alelo 1, y el de
la T como el alelo mutante o alelo 2. Las células mononucleares de portadores del alelo

T muestran un decremento, aproximadamente 5 veces menor, en la liberacion de IL-1B
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después de la estimulacidon con lipopolisacarido (LPS); comparado con la secrecion de
dicha proteina en homocigotos CC (Vélez-Castrillén et al., 2004; Iacoviello et a/., 2005;
ENTREZ SNP, disponible en el URL: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez).

.Propleza
IL-18

Figura 8. Sintesis y procesamiento de IL-18 (Tomado de Vélez-Castrillon et al., 2004).
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2.4.2, Gen IL1F10

El gen IL1F10 se localiza en la regiéon 2q13 y su organizacidon gendmica es altamente
conservada en relacion con los otros genes de la misma familia. Dicho gen posee 4
exones, 3 intrones y un tamafio de 7,900 pb. La proteina IL-1F10 es altamente
homologa a la proteina IL-1ra, ya que poseen 37% de similitud en la secuencia de
aminoacidos, mientras que comparte una homologia menor (14-30%) con la proteina

IL-1pB y otras pertenecientes a la familia IL-1 (Lin et a/, 2001; Rahman et a/,, 2006).

El andlisis del cADN de la proteina IL-1F10, muestra que esta compuesta por 152
aminoacidos y una masa molecular cercana a los 17kDa. El modelo estructural de
dicha proteina muestra una estructura de hojas B plegadas formando un trébol, la cual
es altamente similar a la estructura cristalina de la proteina IL-1ra y comparte
similitudes con la estructura de la proteina IL-1B. Existen evidencias que sugieren que
la proteina IL-1F10 actia como un ligando de secrecion que se une al receptor soluble
de IL-1 tipo I, esta proteina se une a dicho receptor con una menor avidez que las
proteinas IL-1p e IL-1ra (Lin et al., 2001).

Existen 114 polimorfismos de un solo nucledtido reportados para el gen IL1F10
(ENTREZ SNP, disponible en el URL: http://www.ncbi.nim.nih.gov/sites/entrez). En este
estudio se incluyé al polimorfismo IL1F10.3 (rs3811058), el cual se encuentra en el exon
2 del gen y es también un polimorfismo de cambio de base de C por T; en ambos casos
codifica para el aminoacido asparagina. Su accion a nivel transcripcional no ha sido
descrita. (Timms et a/, 2004; Rahman et al., 2006).
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2.4.3. Gen ILIRN

El gen ILIRN se localiza en la region 2q14.2, esta formado por 5 exones y 4 intrones y
su tamano es de 19.6 kb. Existen 3 isoformas conocidas de IL-1ra: IL-1ra soluble
glicosilada (sIL-1ra) y dos formas intracelulares no glicosiladas (icIL-1ral e icIL-1rall).
sIL-1ra e icIL-1ral provienen del mismo gen, mediante transcripcidon alternativa del
primer exon. La expresion de sIL-1ra e icIL-1ral esta regulada por 2 promotores
distintos localizados corriente arriba de cada uno de los primeros exones alternativos
con diferentes elementos reguladores de la transcripcién. La regulacion de la expresion

de icIL-1ra es especifica de cada tipo de célula (Vélez-Castrillon et a/., 2004).

De igual forma que los miembros agonistas de la familia de IL-1, IL-1ra tiene una
estructura cristalina de hojas B-plegadas. El sIL-1ra es traducido como una proteina de
17-kDa de 177 aminoacidos con una secuencia lider de 25 aminoacidos. Después del
procesamiento, que incluye rompimiento de la secuencia lider y glicosilacién, ésta es
secretada por la via clasica de reticulo endoplasmatico — Golgi — vesiculas secretoras, al
ambiente extracelular, como se muestra en la figura 9. Las formas intracelulares del IL-
1ra no son glicosiladas, no poseen secuencia lider y permanecen en un comportamiento
intracelular. El icIL-1rall se deriva de la iniciacién alternativa de la traduccion a partir
del mARN de sIL-1ra o a partir del mARN de icIL-1rall. Se conocen dos formas distintas
de icIL-1rall (Vélez-Castrilldon et al., 2004).
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Figura 9. Sintesis de IL-1ra (Tomado de Vélez-Castrillon, 2004).

Se han reportado 249 polimorfismos en el gen ZLIRN (ENTREZ SNP, disponible en el
URL: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez).
polimorfico penta-alélico en el intron 2, el cual contiene un ndmero variable de
repeticiones en tandem de un fragmento de 86 pb; dicho sitio polimorfico recibe el
nombre de ILIRNVNTR. El alelo mas comin, el alelo 1 (frecuencia 0.74) contiene
cuatro repeticiones de dicho fragmento, mientras que el alelo 2 (frecuencia 0.21)
contiene dos repeticiones. Los tres alelos restantes se presentan con una frecuencia

minima en la poblacién como se muestra en la Tabla 2 (Arend et a/.,, 1998; Santtila et

al., 1998; Hurme y Santtila, 1998).
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Alelo Numero de Caracteristica
repeticiones

1 4 Mas comun

2 Inflamacion

prolongada
3 3 Raro
4 5 Raro
5 6 Raro

Tabla 2. Alelos, repeticiones y caracteristicas del polimorfismo ILIRNVNTR del gen /L7RNV (Basado en
Witkin et al,, 2002).

De igual forma, se estudiaron los polimorfismos IL1R/N.4T>C, IL1RN.6/1C>T e
IL1IRN.6/2C>G del gen ILIRN. El polimorfismo R/N.4T>C (rs419598) es un cambio de T
por C, se considera a la T como el nucledtido silvestre; con ambos nucledtidos se
obtiene el aminodacido alanina. En el caso del polimorfismo ILIRN.6/1C>T (rs315952)
existe un cambio de base nitrogenada de C por T; se considera a la C como el alelo
silvestre y en cualquiera de los dos casos el residuo para el cual codifica es la serina.
Por otro lado, el polimorfismo IL1IRN.6/2C>G (rs315951) se localiza en la regién 3'UTR,
en este caso el cambio de nucledtido es de C por guanina (G) y se considera a esta
ultima como el alelo silvestre. Al momento, no existen datos de las consecuencias

fisioldgicas de estos polimorfismos.

Anteriormente se ha reportado que el alelo 2 del polimorfismo ILIRNVNTR, también
denominado IL1RN*2, se encuentra asociado con la incidencia de enfermedades
autoinmunes o inflamatorias y los individuos homocigotos a dicho alelo muestran una
respuesta inmune pro-inflamatoria mas severa y prolongada comparada con la de otros
genotipos de este polimorfismo. Se ha observado que el balance entre IL-1B/IL-1ra es
critico para la regulacién del proceso inflamatorio. La presencia del alelo 2 del

polimorfismo ILIRNVNTR (IL1RN*2) se ha asociado con la presencia del alelo 2 del gen
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IL-1B8 (posicion -511). También se ha encontrado que la presencia de IL1RN*2
incrementa significativamente la produccién de IL-1B /n vitro, sin importar los alelos del
polimorfismo en la posicion -511 del gen de IL1B. Estos resultados indican que los
genes del /L1B e ILIRN se encuentran asociados y tienen un efecto cooperativo
(Santtila et al., 1998; Hurme y Santtila, 1998; Witkin et a/.,, 2002).

En diversos trabajos se ha reportado la asociacion entre los polimorfismos de los genes
IL1B e IL1IRN con las enfermedades de tipo cardiovascular. En cuanto al polimorfismo
del gen IL-1B (-511C/T) se encontrd que la presencia del alelo 2, en forma homocigota
(TT) confiere un efecto protector del 64% contra el desarrollo del infarto al miocardio
en individuos jovenes (Iacoviello et al, 2005). Asi mismo, en un trabajo reciente se
reportd la asociacién de polimorfismos del gen de 7L-1B con el desarrollo de IAM en la

poblacion japonesa (Momiyama et a/, 2005).

El polimorfismo ILIRNVNTR del gen IL1IRN, especialmente el alelo 2 (ILLRN*2), se ha
relacionado con la enfermedad de las arterias coronarias. Se encontré una asociacion
significativa entre la presencia de este alelo y dicha enfermedad afectando una sola
arteria (Francis et al,, 1999; Witkin et a/,, 2002). En otro estudio, se asocid el alelo
ILIRN*2 con la aterosclerosis, ya que su presencia en forma homocigota se relaciona
con niveles reducidos de la proteina IL-1ra en cultivos de células endoteliales de venas
umbilicales humanas. Este dato tiene una implicacion importante en el control genético
de la IL-1 en la pared arterial y, por lo tanto, en el desarrollo de enfermedades
vasculares como la aterosclerosis (Dewberry et al, 2000). De igual manera, se ha
reportado al alelo ILIRN*2 como un factor de susceptibilidad en el desarrollo de la
aterosclerosis de la arteria carétida en una poblacion estadounidense (Worrall et al,,
2003).
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3. Antecedentes

Estudios previos han sugerido que el componente inflamatorio juega un papel
importante en el desarrollo del IAM, llevando a resaltar la participacion que pueden
desempefiar los polimorfismos de los genes que codifican para las proteinas
involucradas en la respuesta inflamatoria, como son las citocinas. En estudios
realizados en la poblacion japonesa se observd una asociacion entre los polimorfismos
del gen IL1B con el desarrollo de IAM (Momiyama et a/, 2005). Asi mismo, se ha
observado que el polimorfismo del gen /L1RN, especialmente el alelo 2 del polimorfismo
ILIRNVNTR (IL1RN*2) esta relacionado con la enfermedad de las arterias coronarias.
En la poblacion estadounidense se observd una asociacion significativa entre la
presencia de este alelo y dicha enfermedad afectando una sola arteria (Francis et al.,
1999; Witkin et al., 2002).

En la Tabla 3 se resumen los trabajos que han reportado asociaciones entre

enfermedades cardiovasculares y los polimorfismos de los genes IL1B e IL1RN.

Polimorfismo Enfermedad Poblacion Referencia
ILIRNVNTR Enfermedad de las arterias Inglesa Francis et al., 1999
coronarias
ILIRNVNTR Aterosclerosis Inglesa Dewberry et al.,
2000
ILIRNVNTR Inflamatorias crénicas, cancer, Estadounidense Witkin et al,, 2002

osteoporosis, enfermedad de las
arterias coronarias

ILIRNVNTR Aterosclerosis de la carétida Estadounidense Worrall et a/,, 2003
IL-1B-511 Infarto del miocardio y paro Italiana TIacoviello et al.,
isquémico 2005
IL-1B-511 Infarto del miocardio Japonesa Momiyama et al.,
2005

Tabla 3. Relacion entre polimorfismos y enfermedades que han sido previamente reportados en

diferentes poblaciones.
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4. Justificacion

En la poblacion mexicana no existen estudios sobre la relacion de los polimorfismos de
los genes de IL1 e ILIRN vy las enfermedades cardiovasculares, ademas las
observaciones realizadas en otras poblaciones no son aplicables a la nuestra debido a
que la estructura genética del mestizo mexicano es particular. Hacia 1990 se sabia que
el genoma del mexicano estaba formado por 56% de genes amerindios, 40% de genes
caucasicos y 4% de genes negroides (Lisker et al, 1990). Los estudios mas recientes
con marcadores de ancestria indican que la estructura del genoma de los mexicanos se
compone por 44% de genes amerindios, 52% de genes caucasicos y 4% de genes
negroides (Price et al., 2007). Debido a esta particularidad en la estructura del genoma

del mexicano es necesario realizar estudios especificos en nuestra poblacion.

Las enfermedades isquémicas del corazdn son la segunda causa de mortalidad y ocupan
el tercer lugar en la poblacion mexicana en edad productiva. El 78% de las muertes por
cardiopatia isquémica se debe al IAM. Se ha reportado, en otras poblaciones diferentes
a la mexicana, que existe una asociacion entre los polimorfismos de los genes 7.1 (IL1B
e IL1F10)e IL1RN con el desarrollo de las enfermedades cardiovasculares, como el IAM.
Por tal motivo, es conveniente realizar un estudio similar en la poblacién mexicana y
encontrar una posible asociacion entre dichos polimorfismos y la propensién hacia el
desarrollo del IAM. Asi mismo, se considera que de existir una relacion entre la
presencia de algun alelo especifico y el desarrollo del IAM, tal asociacion debera
reflejarse en el nivel de produccion de la IL-1B en el suero de quienes sean portadores
de dicho genotipo. Por tal motivo es necesario cuantificar la cantidad de IL-1B en el

suero de los pacientes y de los individuos sanos.
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5. Objetivos

5.1. Objetivo General

Determinar la frecuencia de los alelos de los genes /L1 e IL1IRN en una muestra de la
poblacion mexicana y asociar las variantes alélicas con la susceptibilidad o resistencia al
desarrollo del IAM.

5.2. Objetivos Particulares

1. Generar un banco de muestras de ADN obtenido de al menos 100 pacientes con
diagndstico de IAM y de al menos 100 individuos sanos, es decir, sin

antecedentes de enfermedades cardiovasculares o inflamatorias.

2. Determinar la frecuencia de los alelos y genotipos de los polimorfismos IL-1B-
511, IL1F10.3, IL1IR/N.4T>C, IL1RN.6/2C>G, IL1RN.6/1C>T, ILIRNVNTR en el

grupo de pacientes y de individuos sanos.

3. Comparar las frecuencias alélicas y genotipicas de los dos grupos de estudio con
el fin de definir si alguna de las variantes de los genes /L1 o ILIRN pudieran

conferir susceptibilidad para el desarrollo del IAM.
4. Cuantificar la concentracién de la proteina IL-1B en el suero de ambos grupos y

relacionarla con el genotipo de cada individuo, para verificar si existe alguna

relacion entre el genotipo y el nivel de produccion de IL-1p.
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6. Hipotesis

Algunos de los alelos de los genes polimérficos de L1 y de IL1RN, que codifican para
citocinas involucradas en el desarrollo de la placa aterosclerética, y por consiguiente del
IAM, pueden diferenciar a los pacientes de los individuos sanos y ser considerados

como alelos de susceptibilidad o proteccidn hacia dicha enfermedad.
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7. Materiales y Métodos

7.1. Diseno del estudio

Tipo del estudio:  Observacional, transversal y comparativo.

7.2. Estrategia General

En el presente estudio se incluyeron pacientes con diagndstico de IAM e individuos
sanos, a los cuales se les tomd una muestra de sangre a partir de la cual se obtuvo el
suero y se extrajo el ADN. El suero se utilizé para el estudio bioquimico mientras que el
ADN se utilizd para el estudio molecular. En la figura 10 se observa el diagrama de la

estrategia general empleada en el estudio.
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Figura 10. Estrategia general empleada en el presente estudio.
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7.3. Sujetos de estudio

De acuerdo con el calculo de tamafio de muestra (Diaz y Fernandez, 2002), el grupo de
pacientes incluyd al menos 100 individuos mestizos mexicanos, no relacionados entre si,
que ingresaron al Departamento de Urgencias y a la Unidad Coronaria del Instituto

Nacional de Cardiologia con diagndstico de infarto agudo del miocardio.

En el grupo de individuos sanos se incluyeron al menos 100 voluntarios, no relacionados

entre si, sin diagndstico de enfermedad cardiovascular alguna.

Como requisito adicional para ambos grupos, se considerd que cada individuo estudiado,
y por dos generaciones previas a €él, hubiesen nacido en México. Asi mismo, se les invitd
a participar en el presente estudio y se obtuvo consentimiento informado voluntario. El
estudio es de riesgo minimo, ya que soélo incluyd la venopuncién antecubital para la
obtencién de 15 ml de sangre periférica. Cabe mencionar que el presente proyecto
cumple con los requisitos del Comité Institucional de Etica e Investigacion del Instituto

Nacional de Cardiologia, por quien fue aprobado.

43



7.3.1. Criterios de inclusion

1. Que tanto pacientes e individuos sanos, asi como sus dos Ultimas generaciones,

hayan nacido en México.
2. Edad: 25 a 70 afos.
3. En el caso de los pacientes, que al momento del ingreso presenten:
a) Sintomas de infarto agudo del miocardio caracterizado por dolor de tipo
anginoso (localizado en el pericardio, el cual se puede irradiar hacia la base
del cuello, la mandibula o hacia las extremidades superiores) de mas de 30
minutos de duracion. Este dolor pudo haber ocurrido en las Ultimas 6 horas y
estar acompanado de sintomas neurodegenerativos como diaforesis
(sudoracion profusa), sensacion de nauseas o vomito, sensacién o accion de

miccion.

b) Cambios electrocardiograficos con la elevacion del segmento ST de >0.1mV

en dos o mas de las desviaciones estandar electrocardiograficas.

4, Individuos sanos sin antecedentes ni sintomas de enfermedad cardiaca.

5. Consentimiento informado y firmado.
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7.3.2. Criterios de exclusion

1. Embarazo o lactancia.

2. Sintomas sugestivos de diseccion adrtica.

3. Cualquier condicion médica por la cual el individuo esté impedido para

complementar el estudio.

4. Sujetos con sangrado severo.

5. Cualquier historia de accidentes cerebro-vasculares, isquemia cerebral transitoria

o cualquier indicio de dafio estructural del sistema nervioso central.
6. Retinopatia diabética hemorragica u otra condicidon hemorragica oftalmica.
7. En el caso de los individuos sanos
a) Presentar sintomas y/o antecedentes familiares o clinicos de enfermedad
cardiovascular, principalmente IAM.

b) Electrocardiograma con cambios sugestivos de enfermedad.

8. No ser mexicano.
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7.4. Estudio bioquimico

7.4.1. Cuantificacion de IL-13

La cuantificacién de los niveles de IL-1p sérica se realizd mediante la técnica de ELISA
(para mas informacion ver Anexo II). Se reunieron los sueros de 86 pacientes y de 35
individuos sanos, los cuales fueron almacenados a -20° C para preservarlos hasta el

momento de realizar la cuantificacion de la proteina.

La estandarizacion de la técnica se realiz utilizando sueros de 10 voluntarios. La curva
de estandarizacion que se observa en la figura 11, se realizd con concentraciones
conocidas de los estandares de IL-1B que se incluyen en el kit (Duo-Set Elisa
Development System de la marca R&D Antibodies, Las Vegas, NV). Posteriormente,
utilizando la ecuacion de la recta obtenida de la curva de estandarizacidon, se

determinaron las concentraciones de IL-1B presentes en los sueros.
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Figura 11. Curva de estandarizacion de la técnica de ELISA y ecuacion de la recta obtenida por regresion

lineal.

La cuantificacién de la IL-1B en el suero de pacientes e individuos sanos se realizd por
triplicado. Para determinar las concentraciones de la proteina presente en los sueros se
utilizé la ecuacidon de la recta obtenida del promedio de las curvas de estandarizacion

realizadas para cada ensayo.

7.4.2. Analisis de resultados

Las concentraciones de la proteina IL-1B en los sueros de pacientes e individuos sanos
fueron analizadas con el programa NCSS versidén 2001. Los datos obtenidos a partir de
las muestras analizadas por ELISA fueron recopilados y se les aplicaron las pruebas de

Omnibus D’Agostino-Pearson y de F para evaluar los supuestos de normalidad y
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homoscedasticidad, respectivamente. El resultado de ambas pruebas indico que los
datos de los pacientes y de los individuos sanos no cumplian con los supuestos antes
mencionados, por lo que se procedid a utilizar pruebas estadisticas no paramétricas;
como las pruebas U de Mann-Whitney y Kruskal-Wallis para probar la hipotesis de que
los niveles de IL-1B8 eran mayores en el grupo de pacientes que en el de individuos

Sanos.

Primero se compararon los niveles de la proteina entre el grupo de pacientes y de
individuos sanos mediante la prueba U de Mann Whitney, con nivel de significancia
establecido como p<0.05. Posteriormente, los resultados obtenidos de la cuantificacion
se agruparon de acuerdo al genotipo de cada sujeto obtenido mediante Ia
genotipificacion previa. Se formaron tres grupos para cada polimorfismo estudiado; el
primer grupo estuvo conformado por los homocigotos dominantes, el segundo por los
heterocigotos y el tercero por los homocigotos recesivos. En cada uno de estos grupos
se analizaron los niveles cuantificados de IL-1B y posteriormente se compararon entre
ellos utilizando la prueba de Kruskal-Wallis, con nivel de significancia establecido como
p<0.05. De esta manera, se determind si existia alguna diferencia significativa entre la
produccién de la proteina IL-1B en alguno de los tres grupos de individuos con diferente

genotipo.
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7.5. Estudio molecular

7.5.1. Extraccion de ADN

Se tomaron 15 ml de sangre periférica de cada individuo en tubos “vacutainer” con
EDTA al 5% como anticoagulante. A partir de esta muestra se extrajo el ADN gendmico
mediante la técnica de extraccion salina con Tritdbn X-100 (modificado de Lahiri y
Nurnberger, 1991) que consiste en realizar la lisis de eritrocitos, seguida por la lisis de
leucocitos para, posteriormente, precipitar las proteinas con NaCl; el ADN se lavé con
etanol al 70%, se desecd al aire y se resuspendid con regulador de Tris-EDTA (TE) pH
8.0. Una vez purificado el ADN, éste se cuantificd por espectrofotometria a 260 y 280

nm para calcular su pureza mediante la siguiente férmula:

[ADN] = DOy X FXx d

donde DO, es la densidad dptica a 260 nm, £ es una constante igual a 0.05 (50ug de
ADN=1DO a 260 nm) y d es el factor de dilucién.

El criterio de pureza que se evalué fue de 260 nm/280 nm > 1.6, de igual forma se
verifico la integridad del ADN en un gel de agarosa al 1%. Finalmente, el ADN se ajusto
a una concentraciéon de 200 ng/uL con TE (Tris-EDTA) y se realizaron alicuotas de éste,
las cuales se guardaron a 4° C, -20° C y -70° C para su Optima preservacion y uso

posterior.
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7.5.2. Andlisis de sitios polimorficos

Los polimorfismos de los genes IL-1 (IL1B e IL1F10) e IL1IRN que se analizaron, son los
que se han encontrado asociados con enfermedades cardiovasculares, principalmente

aterosclerosis y enfermedad coronaria en diferentes poblaciones.

a) Polimorfismo del gen IL15: 1L-1B-511

b) Polimorfismo del gen 7L1F10: IL-1F10.3

c) Polimorfismos del gen ZL1RN: IL1IR/N.4T>C, ILIRN.6/1C>T, ILIRN.6/2C>G e
ILIRNVNTR

7.5.3. Determinacion de los polimorfismos

Existen diversos métodos que se pueden utilizar para determinar polimorfismos
genéticos, entre ellos se encuentran los fragmentos de restriccién polimdrfica (RFLP’s),
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real y la secuenciacion directa,
la cual permite conocer la region de estudio base por base. En este estudio se utilizaron
las técnicas de PCR, RFLP’s y PCR en tiempo real (PCR-TR) . La descripcion de dichas
técnicas se puede consultar en el anexo I de este trabajo. Los iniciadores especificos
que se utilizaron para la determinacion de los polimorfismos se detallan en la Tabla 4.
La estandarizacion de las diferentes técnicas se realizd utilizando el ADN extraido de

muestras de sangre periférica de sujetos voluntarios no relacionados con el estudio.

50



Polimorfismo | Identificacion | Técnica Iniciador especifico Iniciador especifico
del SNP de empleada sentido antisentido
referencia
IL-1B-511 rs16944 RFLP’s 5'-ACTTAAGTTTAGGAATCTTCCCACT-3" 5’-GAGCTTATCTCCAGGGTTGC-3’
IL1F10.3 rs3811058 PCR-TR 5’- CTCAGCAACACTCCTAT -3 5’-TCCTGGTCTGCAGGTAA -3’
IL1IRN.6/1C>T rs315952 PCR-TR 5’-CACCTGCCCATCT GATT-3' 5-CCTTCGTCAGGCATATTGGT-3
IL1R/N.4T>C rs419598 PCR-TR 5'-CAAGGTGGTGATTCAGAGCA-3’ 5-GGGAGGAAAGGGAAGAAGAG-3'
IL1IRN.6/2C>G rs315951 RFLP’s 5’-TCTACTTCCAGGAGGACGAGTAGTA-3’ 5’-GGAGGCAGAGTCCTGTGACCAGGAT3’
ILIRNVNTR |  -===mmmme- PCR 5’- CTCAGCAACACTCCTAT -3~ 5’-TCCTGGTCTGCAGGTAA -3’

Tabla 4. Polimorfismos incluidos en el presente estudio, nombre oficial de éstos, técnica empleada para

su determinacion e iniciadores especificos utilizados.

7.5.3.1. Polimorfismo IL-1B-511

El polimorfismo IL-1B-511 se determind mediante la técnica de RFLP’s. Como primer
paso se realizd una PCR con los iniciadores especificos que se detallan en la Tabla 4 y
bajo las siguientes condiciones: 9495’, (94030”, 62030, 72°1") 35 ciclos, 7295’, 4%«. El
tamano del amplificado esperado es de 250 pb, después de la verificacion de la
amplificacion se realiz6 la digestion con la enzima de restriccion Ava I (New England
BioLabs).

En la figura 12 se muestra una de las imagenes obtenidas de la verificacién del producto

de la PCR y en la figura 13 una imagen de la electroforesis realizada después de la

digestion.
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Figura 12. Producto de PCR del polimorfismo IL-1B-511, ubicado en la parte promotora del gen ILiB.
MPM: Escalera de 100 pb (Fermentas). Carriles 1-11 banda de 250 pb, correspondiente al fragmento

amplificado para su analisis por RFLP’s. Gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio.

150 pb 150 pb

TC CcC

Figura 13. Patron de restriccion del polimorfismo IL-1B-511 utilizando la enzima Ava I (New England
BioLabs).  MPM: Escalera de 100 pb (Fermentas). Carriles 1-8 patrones de restriccion de muestras de
pacientes. Carriles 1, 5, 6 y 7 genotipo TC; el alelo T de no corte corresponde a 250 pb y el alelo de corte
Ca 150 pb y 100 pb. Carriles 2 y 8 homocigoto para el alelo T (250 pb). Carriles 3 y 4 homocigoto para
el alelo C (150 pb y 100 pb). Gel de agarosa al 3%, tefiido con bromuro de etidio.
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7.5.3.2, Polimorfismos IL1F10.3, IL1IRN.6/1C>T e ILIR/N.4T>C

Los polimorfismos IL1F10.3, ILIRN.6/1C>T e IL1IR/N.4T>C se determinaron mediante la
técnica de PCR-TR. Para llevar a cabo la técnica, se utilizaron las sondas de hibridacion
especificas Tagman. Para cada polimorfismo se empled una pareja de dichas sondas
(se utilizaron los oligonucledtidos especificos que se enlistan en la Tabla 4). En la
reaccion de la PCR-TR, se colocd el ADN a una concentracion aproximada de 10 ng/pL,
la mezcla para la reaccion y las sondas Tagman. Dicha reaccidn se realiza en un equipo
especial para PCR-TR (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), posteriormente se
obtuvieron los genotipos de cada muestra en el software del equipo mediante la
interpretacion de un mapa de discriminacion alélica, como el que se observa en la figura
14 (Holland, 1991).
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Figura 14. Mapa de discriminacién alélica para el polimorfismo IL1R/N.4T>C. Los rombos representan
el genotipo homocigoto para el alelo T, los triangulos el genotipo heterocigoto y los circulos a los

individuos homocigotos para el alelo C. Los cuadros grises son los controles negativos (NTC).
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7.5.3.3 Polimorfismo IL1IRN.6/2C>G

El polimorfismo IL1RN.6/2C>G se determind mediante la técnica de RFLP’s. La reaccién
de PCR se realizd con los iniciadores especificos que se detallan en la Tabla 4 y bajo las
siguientes condiciones: 94°3’, (94°30”, 67°30”, 72°40") 30 ciclos, 7295’, 4%0. El
tamano esperado del amplificado es de 186 pb, después de la verificacion de la
amplificacion se realizo la digestion con la enzima de restriccion Fok I (New England
BioLabs).

En la figura 15 se observa una de las imagenes obtenidas de la verificacion del producto
de la PCR y en la figura 16 una imagen de la electroforesis realizada después de la

digestion.

Figura 15. Producto de PCR del polimorfismo IL1RN.6/2C>G, del gen ILIRN. MPM: Escalera de 100 pb
(Fermentas). Carriles 1-8 banda de 186 pb, correspondiente al fragmento amplificado para su analisis por

RFLP’s. Gel de agarosa al 1.5% tenido con bromuro de etidio.
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Figura 16. Patrén de restriccion del polimorfismo IL1RN.6/2C>G utilizando la enzima Fok I (New
England BiolLabs). MPM: Escalera de 100 pb (Fermentas). Carriles 1-8 digestién de muestras de
pacientes. Carril 1 homocigoto para el alelo G (163 pb y 22 pb). Carril 2 homocigoto para el alelo C (186
pb). Carriles 3-8 genotipo GC; el alelo C de no corte corresponde a 186 pb y el alelo de corte G a 163 pb

y 22 pb. Gel de agarosa al 3%, tefiido con bromuro de etidio.

7.5.3.4. Polimorfismo ILIRNVNTR

El polimorfismo ILIRNVNTR, que incluye repeticiones en tandem de numero variable, se
determind mediante la técnica de PCR utilizando los iniciadores especificos mencionados
en el Tabla 4. Las condiciones utilizadas para la amplificacion de este polimorfismo
fueron 94°3’, (94°30”, 58°30"”, 72°30") 30 ciclos, 7295’, 4%«. Las imagenes que se
muestran en las figuras 17 y 18 corresponden a la electroforesis realizada al producto
de la amplificacion de este polimorfismo. Los alelos se designaron de acuerdo al peso
molecular de las bandas amplificadas en cada muestra. La relacion de pesos

moleculares y alelos se sefala en la Tabla 5.
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Alelo | Tamaiio (pb)
1 410
2 240
3 500
4 325
5 595

Tabla 5. Designacién de alelos de acuerdo con los pesos moleculares correspondientes al polimorfismo
ILIRNVNTR.

Figura 17. Alelos 1 y 2 del polimorfismo ILIRNVNTR, del gen /LIRN. MPM: Escalera de 100 pb
(Fermentas). Carriles 1-8 amplificados de muestras de pacientes. Carril 1, genotipo 2/2 correspondiente
a 240 pb. Carriles 2, 3 y 6 genotipo 1/2 correspondientes a 410 pb y 240 pb. Carriles 4, 7 y 8 genotipo

1/1 correspondiente a 240 pb. Gel de agarosa al 2%, tefiido con bromuro de etidio.
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Figura 18. Alelos 1 y 5 del polimorfismo ILIRNVNTR, del gen /LIRN. MPM: Escalera de 100 pb
(Fermentas). Carriles 1-5 amplificados de muestras de pacientes. Carriles 1 y 5 genotipo 1/5
correspondiente a 410 pb y 595 pb. Carril 4 genotipo 1/1 correspondientes a 410 pb. Gel de agarosa al

2%, tefiido con bromuro de etidio.

7.5.4. Haplotipo de Riesgo

Posteriormente, con los resultados de las determinaciones de los 4 polimorfismos del
gen de ZLIRN (IL1IR/N.4T>C, IL1IRN.6/1C>T, ILIRN.6/2C>G e ILIRNVNTR) se obtuvo el
haplotipo de riesgo con el programa Haploview version 4.0 (para mayor informacion ver
Anexo I, 1.4.). En dicho programa se ingresaron los diplotipos, obtenidos de cada
polimorfismo, de los pacientes y de los individuos sanos. Haploview realiza varias
mediciones de desequilibrio de ligamiento (DL) que utiliza para crear una representacion
grafica, también conocida como mapa de haplotipos. El DL hace referencia a una

situacion en que una combinacién particular de alelos en dos loci proximos segregan
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ligados mas frecuentemente que lo que cabria esperar por azar dada su frecuencia en la
poblacion (Sudbery, 2004). Los cuadros de colores dentro del mapa de haplotipos
representan las relaciones de DL; los cuadros color rojo brillante representan una clara
evidencia de DL, los de color rojo claro o rosa indican una leve evidencia de DL y los
cuadros color blanco significan que no existe DL. Al seleccionar grupos de marcadores
(polimorfismos) el programa genera los posibles haplotipos y su frecuencia en la
poblacion (Barrett et a/., 2005).

7.5.5, Analisis de resultados

Las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos de los genes IL1B, IL1F10 e
ILIRN se determinaron por conteo directo. En cada grupo de estudio se evalud el
equilibrio de Hardy-Weinberg mediante la prueba de chi-cuadrada (X?). Las diferencias
entre grupos se determinaron usando la prueba de X* de Mantel-Haenzel, la cual
combina tablas de contingencia de 2 x 2 usando el programa estadistico Epilnfo (V. 5.0
USD Incorporated 1990, Stone Mountain, GA, USA). Cuando el nimero comparado en
alguna celda era menor a 5, se utilizd la prueba Exacta de Fischer. El nivel de
significancia establecido para p fue de p<0.05. El riesgo relativo con intervalo de
confianza (IC) al 95% fue evaluado como razén de momios (RM), de acuerdo al
método de Woolf (Woolf, 1955).
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8. Resultados

En el grupo de pacientes el promedio de la edad fue de 57.07 afios, de un total de 115
individuos el 10% eran mujeres y el 90% eran hombres. En el grupo de individuos
sanos el promedio de la edad fue de 56.70 y de un total de 103 individuos el 52% eran
mujeres y el 48% eran hombres. La diferencia de género entre ambos grupos es

estadisticamente significativa (p<0.0001).

8.1. Estudio bioquimico

8.1.1. Cuantificacion de IL-1p sérica

Los datos obtenidos de la cuantificacion de la IL-1B en el suero de pacientes e
individuos sanos fueron analizados con el programa NCSS version 2001; la estadistica

descriptiva de ambos grupos se muestra en la Tabla 6.
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n Contenido (pg/ml)  E.S.

Pacientes 86 6.6636 £ 2.1033
Individuos Sanos | 35 7.1961 + 1.8638

Tabla 6. Estadistica descriptiva de la cuantificacion sérica de IL-1B en los grupos de pacientes e

individuos sanos. Los valores mostrados representan el promedio y el error estandar.

En primer lugar se utilizd la prueba de U de Mann-Whitney para probar la hipdtesis de
que los niveles de IL-1B eran mayores en el grupo de pacientes que en el de individuos
sanos. En la introduccidon se menciona que la presencia de ILIRN*2 incrementa
significativamente la produccién de IL-1p /n Vitro; por lo que se formaron 3 subgrupos
con los datos de los pacientes y 3 subgrupos con los datos de los individuos sanos,
dependiendo del genotipo obtenido de la determinacion del polimorfismo ILIRNVNTR
(1/1, 1/2, 2/2). Se comparoé si existian diferencias estadisticamente significativas entre

estos 3 subgrupos utilizando la prueba de Kruskal-Wallis.

El valor de p obtenido de la prueba de U de Mann-Whitney fue de 0.999994, lo que
indica que la concentracién de IL-1B sérica no es mayor en el grupo de pacientes
comparado con la concentracién de la proteina en el grupo de individuos sanos.
Posteriormente se realizd la prueba de Kruskal-Wallis para verificar diferencias entre los
pacientes con genotipos (1/1, 1/2 y 2/2); el valor de p obtenido fue de 0.920866 lo que
indica que no existen diferencias estadisticamente significativas entre los pacientes con
los 3 diferentes genotipos. Asi mismo la prueba fue aplicada para evaluar posibles

diferencias en el grupo de individuos sanos dependiendo del genotipo y el valor de p
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obtenido fue de 0.218532, lo que indica que la cantidad de IL-18 no es diferente
dependiendo del genotipo de los individuos. Posteriormente, se realizd la comparacion
entre el subgrupo de pacientes con genotipo 1/1 y el subgrupo de individuos sanos con
el mismo genotipo para evaluar si en el primer subgrupo la cantidad de IL-1B era mayor
que en el segundo utilizando la prueba U de Mann-Whitney. El valor de p obtenido de
dicha comparacion fue de 0.999993. La misma prueba se realizd para comparar los
subgrupos de pacientes contra individuos sanos con genotipo 1/2 y con genotipo 2/2,
obteniendo los valores de p de 0.149795 y 0.408481 respectivamente. Dichos valores
indican que no existe diferencia estadisticamente significativa entre los subgrupos de

pacientes e individuos sanos con el mismo genotipo.

8.2. Estudio molecular

8.2.1. Polimorfismo IL-1B-511

Se determinaron los genotipos de 109 pacientes y 103 individuos sanos, para el
polimorfismo IL-1B-511. Los resultados de la comparacion de las frecuencias alélicas y
genotipicas entre el grupo de pacientes e individuos sanos se muestran en la Tabla 7.
Como puede observarse, no hay diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos analizados. Sin embargo, se observan valores cercanos a una p=0.05 al

comparar las frecuencias alélicas y genotipicas del alelo C (p=0.60, RM=1.11 IC al 95%
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0.74-1.67) y del genotipo C/C (p=0.053, (RM=2.58 con un IC al 95% de 0.89-7.82),
respectivamente. De igual forma, en un modelo recesivo, se evaluaron los genotipos TT
y TC contra el genotipo CC (TT + TC vs CC), obteniéndose un valor de p de 0.05321
(RM=0.388, IC al 95% 0.144-1.04). Lo anterior podria indicar que los genotipos TT y
TC confieren un riesgo menor para el desarrollo del padecimiento, mientras que el

genotipo CC podria conferir un mayor riesgo para el desarrollo de la patologia.

Pacientes Individuos Sanos | Valor RM
n=109 n=103 de p | (IC al 95%)
Alelos n fa n fa
144  (0.6605) | 141 (0.6845)
74  (0.3394) | 65 (0.3155) 0.60 1.11
(0.74-1.67)
Genotipos | n fg n fg
LI} 50 (0.4587) | 44 (0.4272)
TC 44 (0.4037) | 53 (0.5146)
CcC 15 (0.1376) | 6 (0.0582) 0.053 2.58
(0.89-7.82)
TT + TC *0.053 0.388
vs CC (0.14-1.04)

Tabla 7. Frecuencias alélicas (fa) y genotipicas (fg) del polimorfismo IL-1B-511 en los grupos de
pacientes con IAM y de individuos sanos. El valor de p se obtuvo de la comparacion entre las frecuencias
alélicas o genotipicas de ambos grupos. El valor de *p se obtuvo al evaluar los genotipos TT y TC contra

el genotipo CC, en un modelo recesivo.
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8.2.2. Polimorfismos IL1F10.3, ILIRN.6/1C>T e IL1IR/N.4T>C

En la Tabla 8 se observan los resultados del polimorfismo IL-1F10.3. El valor de p para
los alelos T y C, obtenido al comparar las frecuencias de ambos alelos entre el grupo de
pacientes e individuos sanos, es de 0.059. Dicho valor de p es cercano al nivel de
significancia establecido de p<0.05. Se observa un incremento en la frecuencia alélica
(fa) del alelo C en el grupo de pacientes comparado con la fa del grupo de individuos
sanos. La RM para el alelo C es igual a 1.541, con un IC al 95% de 0.981-2.422. Asi
mismo, al comparar el genotipo TT entre el grupo de pacientes e individuos sanos se
observa un incremento de la frecuencia genotipica (fg) en los individuos sanos, con un
valor de p de 0.058 (RM=0.59, IC al 95% 0.33-1.06). Se utiliz6 un modelo dominante
para evaluar el genotipo TT contra los genotipos TC y CC (TT vs TC + CC) obteniéndose
un valor de p de 0.05815 (RM=1.699, IC al 95% 0.980-2.943), lo cual podria indicar
que existe una tendencia hacia que los genotipos TC y CC confieran un mayor riesgo

hacia el padecimiento, mientras que el genotipo TT podria conferir un riesgo menor.
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Pacientes Individuos Sanos | Valor RM
n=106 n=103 de p (IC al 95%)
Alelos n fa n fa
T 152 (0.7170) | 164 (0.7961)
C 60 (0.2830) | 42 (0.2039) 0.059 1.541
(0.98-2.42)
Genotipos | n fg n fg
T 51 (0.4811) |63 (0.6117) 0.058 0.59
(0.33-1.06)
TC 50 (0.4717) |38 (0.3689)
CcC 5 (0.0472) | 2 (0.0194)
TTvs *0.058 1.699
TC+CC (0.98-2.94)

significativas.

entre las frecuencias alélicas o genotipicas de ambos grupos.

genotipos TT vs TC+CC, en un modelo dominante.
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Tabla 8. Comparacion de las frecuencias alélicas (fa) y genotipicas (fg) del polimorfismo IL1F10.3 en el
grupo de pacientes con IAM y en el grupo de individuos sanos. El valor de p se obtuvo de la comparacion

El valor de *p se obtuvo al evaluar los

Como se observa en las Tablas 9 y 10; la comparacién de las frecuencias alélicas y
genotipicas entre el grupo de pacientes y el grupo de individuos sanos de los

polimorfismos IL1IRN.6/1C>T e IL1R/N.4T>C no muestra diferencias estadisticamente




Pacientes Individuos Sanos | Valor
n=106 n=102 de p
Alelos n fa n fa
T 168  (0.7925) | 149  (0.7304) NS
C 44 (0.2075) | 55 (0.2696)
Genotipos n fg n fg
LI 66 (0.6226) | 53  (0.5196) NS
TC 36 (0.3396) |43  (0.4216)
CcC 4 (0.0377) | 6 (0.0588)

Tabla 9. Comparacién de las frecuencias alélicas (fa) y genotipicas (fg) del polimorfismo ILIRN.6/1C>T

en el grupo de pacientes con IAM y en el grupo de individuos sanos. NS: No significativo, p<0.05.

Pacientes Individuos Sanos | Valor
n=104 n=102 de p
Alelos n fa n fa
T 140 (0.6731) | 141  (0.6912) NS
C 68 (0.3269) | 63 (0.3088)
Genotipos | n fg n fg
TT 48 (0.4615) | 48 (0.4706) NS
TC 44 (0.4231) |45 (0.4412)
CC 12 (0.1154) | 9 (0.0882)

Tabla 10. Comparacion de las frecuencias alélicas (fa) y genotipicas (fg) del polimorfismo IL1IR/N.4T>C
en el grupo de pacientes con IAM y en el grupo de individuos sanos. El valor de p se obtuvo de la

comparacion entre las frecuencias alélicas o genotipicas de ambos grupos. NS: No significativo, p<0.05.

65



8.2.3. Polimorfismo IL1RN.6/2C>G

Se determinaron los genotipos de 118 pacientes y 109 individuos sanos para el
polimorfismo IL1RN.6/2C>G. Los resultados de la comparacion de las frecuencias
alélicas y genotipicas entre el grupo de pacientes e individuos sanos se muestran en la
Tabla 11. El andlisis de frecuencias alélicas y genotipicas entre ambos grupos no

muestra una diferencia estadisticamente significativa.

Pacientes Individuos Sanos | Valor
n=118 n=109 de p
Alelos n fa n fa
G 180 (0.7627) | 173  (0.7934) NS
C 56 (0.2373) | 45 (0.2064)
Genotipos n fg n fg
CG 48 (0.4068) | 43 (0.3945) NS
GG 66 (0.5593) | 65 (0.5963)
CC 4 (0.0338) |1 (0.0092)

Tabla 11. Comparacion de las frecuencias alélicas (fa) y genotipicas (fg) del polimorfismo IL1RN.6/2C>G
en el grupo de pacientes con IAM y en el grupo de individuos sanos. El valor de p se obtuvo de la

comparacion entre las frecuencias alélicas o genotipicas de ambos grupos. NS: No significativo, p<0.05.
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8.2.4. Polimorfismo ILIRNVNTR

La Tabla 12 muestra las frecuencias alélicas y genotipicas entre el grupo de pacientes y
el grupo de individuos sanos para los diferentes alelos del polimorfismo ILIRNVNTR. Se
observa una mayor fa del alelo 2 en el grupo de pacientes comparado con la fa de los
individuos sanos (p=0.0000201; RM=3.560, IC al 95% de 1.96 — 6.47). Igualmente,
hay un incremento en la fg 1/2 en el grupo de pacientes comparado con la fg el grupo
de individuos sanos; dicha diferencia es estadisticamente significativa (p=0.0000631;
RM= 4.04, IC al 95% de 1.89 — 8.81).

De la misma forma el alelo 1 muestra un incremento de su fa en el grupo de individuos
sanos comparado con el grupo de pacientes (p=0.0000725; RM=0.281, IC al 95% de
0.15-0.51). Asi mismo, se observa un incremento en la fg 1/1 en el grupo de
individuos sanos comparada con la fg del grupo de pacientes (p=0.0000094; RM=0.25,
IC al 95% 0.12 - 0.49).

Utilizando un modelo dominante, se realizd la comparacion del genotipo 1/1 contra los
genotipos 1/1 y 1/2 (1/1 vs 1/2 + 2/2), obteniéndose un valor de p=0.0000083
(RM=4.415, IC al 95% de 2.24-8.72) lo que indica que los genotipos 1/2 y 2/2 son de

mayor riesgo para el desarrollo del IAM en comparacién con el genotipo 1/1.

Debido a la diferencia estadisticamente significativa que existe en el género entre los
grupos de pacientes y de individuos sanos se realizd un andlisis tomando en cuenta
Unicamente a los individuos del género masculino de ambos grupos para el polimorfismo

ILIRNVNTR. En este segundo analisis los resultados obtenidos son similares a los que
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se observan en la Tabla 12. Los resultados del segundo analisis para la diferencia entre
ambos grupos indican un incremento en la fa del alelo 2 en el grupo de pacientes
(0.237) comparada con la misma frecuencia en el grupo de individuos sanos (0.125),
(p=0.0240681 (RM=2.18, IC al 95% de 1.05-4.61). Asi mismo, al comparar la fg 1/2
entre ambos grupos se observa un incremento de dicha frecuencia en el grupo de
pacientes (0.374) con respecto al grupo de individuos sanos (0.166), (p=0.0106335
(RM=2.98, IC al 95% de 1.18-7.77).

En cuanto al analisis del alelo 1, tomando en cuenta Unicamente a los individuos del
género masculino, se observa a su vez un incremento en la fa en el grupo de individuos
sanos (0.875) comparada con la fa del grupo de pacientes(0.763), (p=0.0240681
(RM=0.46, IC al 95% de 0.22-0.95) y al comparar la fg 1/1 entre ambos grupos se
observa un incremento en la fg del grupo de individuos sanos (0.792) con respecto al
grupo de pacientes (0.575), (p=0.0102445 (RM=0.36, IC al 95% de 0.15-0.85).

Los resultados obtenidos en el segundo analisis indican que a pesar del sesgo que
pudiera generar la diferencia estadisticamente significativa debida al género entre
ambos grupos de estudio, los resultados previamente obtenidos (Tabla 12) son

completamente validos.
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Pacientes |Individuos Sanos RM
Valor de p
n=115 n=103 (IC al 95%)
Alelos n fa n fa
0.281
1 173 (0.752) | 185  (0.898) 0.0000725
(0.15-0.51)
3.560
2 52 (0.226) | 16 (0.078) 0.0000201
(1.96 — 6.47)
3 0 (0.000)| 3 (0.015) NS
4 3 (0.013)| 2 (0.009) NS
5 2 (0.009) 0 (0.000) NS
Genotipos n fg n fg
0.25
1/1 64 (0.557)| 86 (0.835) 0.0000094
(0.12 - 0.49)
4.04
1/2 40 (0.348)| 12 (0.117) 0.0000631
(1.89 - 8.81)
1/3 0 (0.000)| 1 (0.009) NS
1/4 3 (0.026)] O (0.000) NS
1/5 2 (0.017)] O (0.000) NS
2/2 6 (0.052)| 2 (0.019) NS
3/3 0 (0.000)| 1 (0.009) NS
4/4 0 (0.000)| 1 (0.009) NS
4.415
1/1vs1/2+2/2 *0.0000083
(2.24-8.72)

Tabla 12. Comparacion de las frecuencias alélicas (fa) y genotipicas (fg) del polimorfismo ILIRNVNTR. El valor de p se obtuvo de
la comparacion entre la frecuencia alélica o genotipica de referencia contra el resto de las frecuencias. El valor de *p se obtuvo al
evaluar los genotipos 1/1 vs 1/2+2/2, en un modelo dominante. NS: No significativo, p<0.05.
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8.2.5. Haplotipo de riesgo

Con los resultados obtenidos de los polimorfismos del gen ILIRN (ILIR/N.4T>C,
ILIRNVNTR, IL1IRN.6/1C>T e IL1RN.6/2C>G) se evalud el posible haplotipo de riesgo
con el programa haploview versidon 4.0. Como se menciono en la seccidon de analisis de
resultados, el programa realiza varias mediciones de DL que utiliza para crear una
representacion grafica, también conocida como mapa de haplotipos. El nimero de
pacientes utilizado para formar el haplotipo fue de 99 y el nimero de individuos sanos

de 97; los mapas obtenidos se muestran en la figura 19.

Elock 1
1 4 1 2 3 4
59 53
a7
49 11
a) Haplotipo de pacientes b) Haplotipo de individuos sanos
1 — R/N4.T>C (rs419598) ‘ Clara evidencia de DL.

2 — IL-1RNVNTR
3 — RN.6/1C>T (rs315952)

4 — RN.6/2C>G (rs315951) <> No existe DL.

Leve evidencia de DL.

Figura 19. Mapa de haplotipos del grupo de pacientes con IAM (a) y del grupo de individuos sanos (b).
El mapa de haplotipos es una representacion grafica de varias mediciones de desequilibrio de ligamiento
(DL). En a) se observa un diplotipo formado por los polimorfismos ILIRNVNTR e IL1RN.6/1C>T

(rs315952), lo que indica que existe una clara evidencia de DL entre estos polimorfismos.
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Diplotipo Diplotipo Valor de p RM

Pacientes Individuos (IC al 95%)
Sanos
2/T (0.253) 2/T (0.088) 0.002 3.76 (1.50-9.68)

Tabla 13. Frecuencia del diplotipo 2/T en el grupo de pacientes e individuos sanos. Dicho haplotipo se
obtuvo con el programa Haploview version 4.0 y estd formado por los polimorfismos ILIRNVNTR e
IL1IRN.6/1C>T.

En la figura 19 se esquematiza el haplotipo formado con los polimorfismos R/N.4T>C,
ILIRNVNTR, IL1RN.6/1C>T e IL1RN.6/2C>G del gen ILIRN. Como puede observarse
en el mapa de los pacientes se forma un diplotipo entre los polimorfismos ILIRNVNTR e
ILIRN.6/1C>T, lo que indica que estos polimorfismos se encuentran en DL. Lo anterior
no ocurre en el caso de los individuos sanos. La frecuencia del diplotipo ILIRNVNTR(2)
/ ILIRN.6/1C>T(T) en el grupo de pacientes y de individuos sanos se muestra en la
Tabla 13, en este caso el valor de p es altamente significativo lo que indica que las
personas con este diplotipo son 3.76 (RM=3.76, IC al 95% 1.50-9.68) veces mas

susceptibles de padecer IAM que quienes no lo poseen.
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9. Discusion

Los resultados obtenidos del analisis del polimorfismo IL-1B-511 (rs16944) indican que
el genotipo CC podria ser un factor de riesgo para el desarrollo del IAM, mientras que
los genotipos TT y TC podrian conferir un riesgo menor para el desarrollo de dicho
padecimiento. Anteriormente, se reportd la asociacion del alelo T de este polimorfismo,
en forma homocigota, con un 64% de proteccién contra el infarto del miocardio en
poblacién joven italiana. La homocigosidad para el alelo T se asocid con una
disminucion de aproximadamente 2 veces el riesgo de padecer dicha enfermedad
(Tacoviello et al., 2005). En dicho estudio también se observd que los monocitos de las
personas portadoras del alelo T mostraban un decremento tanto en la sintesis de IL-1B
como en la expresion del factor tisular (FT), después de la estimulacion con
lipopolisacarido (LPS), en comparacion con los monocitos de los individuos con genotipo
CC.

La influencia de la respuesta inflamatoria en el inicio y desarrollo de la aterosclerosis y
por consecuencia del IAM es bastante conocida. Asi mismo, existe la hipdtesis de una
relacion entre el polimorfismo IL-1B-511 y la trombosis. La IL-1B es un fuerte vinculo
entre la inflamacion y la coagulacidon; de hecho, esta proteina es capaz de estimular la
sintesis del FT (también conocido como tromboplastina) en monocitos y células
endoteliales. El FT activa la cascada de coagulacién necesaria para la formacion del
trombo. En estudios ex vivo, se ha observado que los monocitos de las personas
homocigotas para el alelo “protector” T, también se encuentran “protegidos” contra la
activacion de la cascada de coagulacion en respuesta a un estimulo inflamatorio. En
estas personas, la secrecion de IL-1B después de la estimulacion con LPS fue
significativamente menor comparada con la secrecion de la misma proteina en

monocitos de personas con genotipo CC. Dichas células también expresaron una
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actividad procoagulante de FT significativamente menor después de la estimulacién con
LPS. Por lo tanto, el polimorfismo IL-1B-511 podria contribuir al riesgo de infarto del
miocardio o de infarto isquémico modulando la respuesta celular a los estimulos
inflamatorios y con la consecuente disminucion de la activaciéon de la cascada de

coagulacién (Iacoviello et a/., 2005).

En la poblacion china existen dos estudios sobre el polimorfismo IL-1B-511 y su relacion
con enfermedades como el infarto isquémico y la hipertension. En el estudio de Lai y
colaboradores los resultados indican que no existen diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo de individuos sanos y el de afectados (Lai et a/., 2006). En
contraste, en el estudio de Huang y colaboradores se encontré que los hombres
portadores del alelo C tienen una presion sistolica menor comparada con los hombres
con genotipo TT; en el grupo de mujeres no se encontrd asociacion significativa alguna.
El resultado anterior sugiere un papel importante del polimorfismo IL-1B-511 en el
control de la presidon sanguinea en la poblacion china con hipertension (Huang et al.,
2004). Los estudios realizados en individuos chinos e italianos dan cuenta de que
debido a la composicion del genoma de cada poblacidon es necesario realizar estudios
especificos para cada una de éstas, ya que no es posible extrapolar los resultados. Lo
reportado en poblacidon china contrasta con los resultados obtenidos en este estudio y
con los resultados obtenidos para la poblacién caucasica italiana (Iacoviello et al,,
2005). Es importante considerar también las diferencias que existen en los factores de
riesgo cardiovasculares en cada poblacion. La prevalencia de dichos factores en México
es de: hipertension arterial 30%, hipercolesterolemia 27.1%, diabetes mellitus 10.7%,
obesidad 24.4%, tabaquismo 36.6%, sedentarismo 55% Yy sindrome metabdlico 13.6%
(Pavia y Lara, 2005).
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En cuanto al polimorfismo IL1F10.3 (rs3811058), el analisis de resultados indica que el
alelo T podria conferir un menor riesgo para el desarrollo del IAM mientras que el alelo
C conferiria un mayor riesgo. Asi mismo, existe una tendencia estadistica hacia que el
genotipo TT confiera un riesgo menor hacia el padecimiento; mientras que los genotipos
TC y CC conferirian un mayor riesgo. Este polimorfismo se ha estudiado poco; los
reportes existentes se realizaron en enfermedades con un fuerte componente
inflamatorio como la espondilitis anquilosante (Timms et al., 2004; Chou et a/,, 2006) y

la artritis de tipo psoriatica (Rahman et a/., 2006).

En el estudio realizado por Timms y colaboradores en 2004, los marcadores IL-1B-511 y
el IL1F10.3 tuvieron una asociacion estadisticamente significativa con la enfermedad.
En ambos polimorfismos el alelo C confiere mayor riesgo para el desarrollo del
padecimiento. Ademas del andlisis individual de cada polimorfismo, se realizd6 un
analisis de haplotipos encontrando una asociacion mas fuerte en este ultimo. Los
autores sugieren que lo anterior podria indicar que por si solos los polimorfismos no se
encuentran involucrados en la enfermedad, o bien que existe un efecto cooperativo
entre los marcadores para el desarrollo de la espondilitis anquilosante (Timms et al.,
2004). De igual forma, existen datos de una asociacidon entre los marcadores IL1F10.3,
IL1IRN.4, e ILIRNVNTR vy la espondilistas anquilosante en poblacién Taiwanesa. En este
estudio también se reporta una asociacién de la enfermedad con el haplotipo formado
por los marcadores antes mencionados y también con los polimorfismos ILIRN.6/1 e
IL1IRN.6/2 (Chou et al., 2006). En el estudio realizado en poblacion de Newfoundlannd
Canada, Rahman y colaboradores concluyen que el polimorfismo IL1F10.3 se encuentra
en una region asociada con la susceptibilidad para la artritis de tipo psoriatica (Rahman
et al., 2006).
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Existe poca informacién sobre los polimorfismos, la expresion en tejidos y en
enfermedades o la funcién que podria tener el gen IL1F10. Se cree que la proteina
producto de este gen es un antagonista de la IL-1, ya que su secuencia tiene una
homologia del 37% con el gen IL1RN aunque su funcidén exacta no se ha determinado.
La proteina IL-1F10 se une al receptor soluble IL-1R1, sugiriendo que puede tener un
papel importante en la regulacion de la funcidon de la proteina IL-1B. En cuanto a la
evidencia que existe de la expresion tejido-especifica, se ha observado que se expresa
en piel, células B activadas del bazo y lengua; lo que sugiere que podria ser un ligando
de secrecidon en la defensa del huésped y otras respuestas inmunitarias asi como en
patofisiologias de tipo inflamatorio como serian el IAM, la espondilitis anquilosante y la
artritis de tipo psoriatica (Smith et a/,, 2000; Dunn et a/,, 2001; Lin et a/,, 2001).

En cuanto al polimorfismo ILIRNVNTR, los resultados obtenidos en el presente estudio
indican que tanto el alelo 2 como el genotipo 1/2 pueden considerarse marcadores de
riesgo para el padecimiento del IAM.  Mientras que alelo 1 y el genotipo 1/1 son
marcadores de menor riesgo hacia el desarrollo de dicha enfermedad. En cuanto al
analisis de genotipos se observd que los genotipos 1/2 y 2/2 son de mayor riesgo para

el desarrollo del padecimiento en comparacion con el genotipo 1/1.

El género puede ser un factor confusor del andlisis por lo que se necesitan realizar
estudios que lo tomen en cuenta como variable confusora. Las enfermedades
cardiovasculares son la principal causa de muerte en la poblacion del género masculino
y la segunda causa en la poblacion del género femenino (INEGI, 2003). A pesar de que
en este estudio la diferencia de género entre ambos grupos resultd estadisticamente

significativa, el andlisis realizado tomando en cuenta solamente a los individuos de
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género masculino indica que los resultados obtenidos incluyendo ambos géneros son

totalmente validos.

Como se menciond anteriormente, existen un gran nimero de reportes en los cuales se
ha asociado el alelo 2 del polimorfismo IL1IRNVNTR (ILIRN*2) con diversas
enfermedades de tipo inflamatorio como la colitis ulcerativa, enfermedad de Crohn,
lupus eritematoso, osteoporosis, alopecia areata, psoriasis y esclerosis multiple. De
igual forma, esta variante alélica se ha encontrado relacionada con varias enfermedades
cardiovasculares como la enfermedad de las arterias coronarias, la aterosclerosis y el
infarto isquémico (Witkin et al,, 2002; Vélez-Castrillon et a/., 2004; Francis et al,, 1999;
Dewberry et al.,, 2000; Worrall et a/.,, 2003; Worrall et a/,, 2007).

En uno de los primeros trabajos que abordd la posible asociacidon entre las variantes
génicas de las citocinas con la susceptibilidad a enfermedades cardiacas, se encontrd
que el ILIRN*2 se encontraba significativamente asociado con la presencia de la
enfermedad de las arterias coronarias, cuando se afectaba una sola arteria (ESA) pero
no cuando la enfermedad se manifestaba en multiples arterias (EMA). Lo anterior es
indicativo de que existen diferencias genéticas, asi como en las causas y mecanismos
patogénicos en las dos clasificaciones de esta enfermedad. En dicho trabajo también se
estudio el polimorfismo IL-1B-511 sin encontrar asociacion alguna con el padecimiento
(Francis et al,, 1999). Existe un segundo trabajo que igualmente estudia la asociacion
de los polimorfismos IL-1B-511 e IL1RNVNTR con la enfermedad de las arterias
coronarias; dividiendo el grupo de estudio de la misma manera que en el trabajo
anterior, en ESA y en EMA. En este caso, los autores no encontraron diferencias
significativas entre los pacientes y los individuos sanos. Es importante resaltar que al

realizar el analisis, en dicho estudio, ambos polimorfismos estan en DL (Vohnout et a/.,

76



2003). Posiblemente los resultados contradictorios de estos dos estudios se deban a la
diferencia en los criterios empleados para la formacion de los grupos de individuos
sanos, pacientes con ESA y EMA. Otra variable importante podria ser el origen étnico
de las poblaciones, ya que a pesar de ser ambas de origen caucasico el primer estudio

se realizd en ingleses y el segundo en italianos.

De igual forma, existen investigaciones en las que se ha asociado la variante 2 del
polimorfismo ILLRNVNTR (IL1RN*2) con la susceptibilidad hacia la aterosclerosis y hacia
la aterosclerosis de arteria carétida. Dewberry y colaboradores estudiaron la expresion
diferencial y las isoformas de la proteina IL-1ra en el endotelio de las arterias con
enfermedad coronaria y en las células endoteliales estimuladas con LPS y TGF-B. Sus
resultados indican que en las células endoteliales de las venas umbilicales humanas la
expresion de IL-1ra se encuentra regulada por el polimorfismo ILIRN*2, ya que las
células con el alelo 2 en forma homocigota (ILLIRN*2*2) producen niveles 2 a 3 veces
menores de la proteina en comparacion con las células con genotipo 1/1 de este mismo
polimorfismo; mientras que las células con el genotipo 1/2 sintetizan una cantidad de
proteina intermedia (Dewberry et a/., 2000). Este dato tiene importantes implicaciones
para el control genético de la IL-1ra en la pared arterial, apoya el papel del sistema de
IL-1 en la patogenia de la aterosclerosis e implica un nivel de regulacién complejo del
ILIRN*2 en la produccion basal de IL-1ra. Existen reportes previos de que el
polimorfismo ILIRN*2 esta asociado con un incremento en la produccién de IL-1ra en
monocitos, lo cual implicaria que dependiendo de la isoforma de la proteina que secreta
la célula, el impacto del polimorfismo sera diferente. Las células endoteliales secretan
IL-1ra intracelular y sintetizan una menor de cantidad de proteina cuando son

portadoras del genotipo ILIRN*2*2; en contraste los monocitos con el mismo genotipo
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sintetizan una mayor cantidad de la proteina en su isoforma soluble (Danis et a/., 1995;
Wilkinson et al., 1999; Dewberry et al., 2000).

En un estudio complementario de Dewberry y colaboradores (2003), se demostrd que la
presencia del alelo 2 del polimorfismo esta asociada con una reduccion en el potencial
del crecimiento y en la proliferacion de las células endoteliales. La reduccion en la
proliferacién es debida al incremento en la senescencia celular, el cual también se
encontro relacionado con la presencia del genotipo ILIRN*2*2. Lo anterior sugiere que
la presencia del genotipo ILIRN*2*2 provoca un desequilibrio en la actividad de los
miembros de la familia de IL-1 favoreciendo la actividad agonista de la proteina IL-1. El
recambio de las células endoteliales se incrementa en condiciones que favorecen la
aterosclerosis como la hipertension y los niveles altos de colesterol. El desarrollo
acelerado de un epitelio disfuncional o senescente bajo estas condiciones, se asocia con

la presentacion clinica de la aterosclerosis (Dewberry et al., 2003).

Worrall y colaboradores (2003) encontraron asociada la variante ILIRN*2 con la
aterosclerosis de la arteria cardtida. De igual forma que en el presente estudio, la
ausencia del alelo 2 se asoci® con un menor riesgo hacia el desarrollo de la
aterosclerosis y la presencia del dicho alelo en forma homocigota se asocié con una
mayor propensidon hacia la enfermedad. Asi mismo, se reportd un efecto de dosis
génica para el polimorfismo ILIRN*2, con los portadores heterocigotos presentando un
riesgo intermedio comparado con los individuos homocigotos para dicho alelo (Worrall
et al., 2003).

En cuanto a la asociacién del ILIRN*2 con el infarto isquémico, en un estudio en 3

poblaciones se observd que existia asociacion para los participantes de raza blanca
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portadores del alelo 2 en forma homocigota. También observaron que el efecto de
dicho alelo seguia un modelo genético recesivo. Este resultado indica que el locus
IL1RN esta asociado con el riesgo hacia infarto isquémico en la poblacidon caucasica y
que los individuos homocigotos para el alelo 2 tienen un riesgo mayor para padecer la
enfermedad (Worrall et al.,, 2007). En otro estudio en el cual se incluyeron pacientes de
origen coreano con infarto isquémico e individuos sanos, los resultado obtenidos fueron
que la presencia del polimorfismo ILIRN*1 se asocia con un menor riesgo para padecer
la enfermedad, mientras que la presencia de la variante ILLRN*2 se encuentra asociada
a un mayor riesgo (Lee et al, 2004). Los resultados anteriores concuerdan con lo
reportado en el presente estudio.

En cuanto al analisis del haplotipo de riesgo formado por los polimorfismos
(ILIR/N.4T>C, ILIRNVNTR, IL1RN.6/1C>T e IL1RN.6/2C>G) del gen ILIRN, se obtuvo
un diplotipo para el grupo de pacientes, formado por los polimorfismos ILIRNVNTR(2) e
ILIRN.6/1C>T(T), lo que indica que éstos se encuentran en DL. En este caso los
individuos portadores de este haplotipo tienen un riesgo de 3.76 (p=0.002, RM=3.76,
IC al 95% 1.50-9.68) veces mas de padecer IAM que quienes no lo poseen. Este
resultado es similar al obtenido por el grupo de van Minkelen, en el cual encuentran un
aumento de casi 4 veces de riesgo de padecer trombosis venosa para portadores del
haplotipo H5H5 (p=0.002, RM=3.9, I.C. al 95% 1.6-9.7). Cabe mencionar que dicho
haplotipo incluye la presencia del alelo T en los polimorfismos IL1R/N.4T>C e
ILIRN.6/1C>T. En dicho trabajo se realizd el analisis de haplotipos y posteriormente se
ubicod en que haplotipo podria encontrarse el polimorfismo ILIRNVNTR. El alelo 2 del
polimorfismo ILIRNVNTR se localiz6 en el haplotipo H3, en el cual también se localiza el
polimorfismo IL1RN.6/1C>T(T). Dicho haplotipo podria ser equivalente al que se
reporta en el presente estudio, aunque el grupo de van Minkelen no encontré una

asociacion entre este haplotipo y el riesgo de trombosis venosa. Es importante resaltar
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que en un individuo con haplotipo H5H5 se encontrd el alelo 2 del polimorfismo
ILIRNVNTR en forma heterocigota (van Minkelen et al, 2007). Lo anterior podria

explicarse por las diferencias en el fondo genético de las poblaciones estudiadas.

Los resultados arriba mencionados en cuanto a la asociacion del polimorfismo ILIRN*2
con un mayor riesgo para la enfermedad de las arterias coronarias (ESA), la
aterosclerosis, la aterosclerosis de la arteria carétida, el infarto isquémico y el infarto
agudo del miocardio dan cuenta de la fuerte relacién que existe entre este polimorfismo
y la inflamacién, especialmente la regulacion del proceso inflamatorio mediante el
sistema IL-1ra. La regulacién de este sistema resulta compleja, se sabe que las
citocinas pro-inflamatorias juegan un papel integral en el incremento de la migracién de
células inflamatorias y que también estan involucradas en la naturaleza pro-inflamatoria
y pro-coagulante de las placas arteriosclerdticas. En cambio, se cree que las citocinas
anti-inflamatorias como la IL-1ra son efectivas en el control local de los procesos
inflamatorios. Por lo tanto, es de esperarse que un cambio, como el polimorfismo
ILIRN*2, que provoca una disminucidn en la secrecion de proteina IL-1ra, aceleraria el
desarrollo de la aterosclerosis y por lo tanto incrementaria el riesgo de padecer IAM o
bien infarto isquémico. Lo anterior es apoyado por dos hechos importantes, el primero
que los individuos homocigotos al ILIRN*2 presentan respuestas inflamatorias mas
prolongadas e intensas que los individuos con otros genotipos para dicho polimorfismo
y el segundo, que la proteina IL-1ra retarda la arteriogénesis y que su ausencia total, en
ratones knockout, provoca el desarrollo de inflamacién cronica en la pared arterial
(Witkin et al., 2002; Nicklin et a/., 2000).

Es también importante mencionar que existe una regulacién del proceso inflamatorio

por diversas citocinas y otros mecanismos, por lo que es necesario tomar en cuenta la
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influencia de otros polimorfismos, tanto en los genes del sistema de IL-1 como en otros
genes involucrados en la respuesta inmune; los cuales también podrian afectar la
respuesta inflamatoria de cada individuo. Asi mismo, es necesario recordar que las
citocinas son sintetizadas por una diversidad de células y que los polimorfismos podrian
tener diferentes efectos dependiendo del tipo celular. Como se menciond
anteriormente, las células endoteliales secretan IL-1ra intracelular y sintetizan una
menor cantidad de proteina cuando son portadoras del genotipo IL1RN*2*2; en
contraste los monocitos con el mismo genotipo sintetizan una mayor cantidad de la
proteina en su isoforma soluble. En cambio, los experimentos de estimulacion de
leucocitos han demostrado una hipersecrecion de las proteinas IL-1ra e IL-1B en células
de individuos con genotipo ILIRN*2*2, en comparacion con los individuos homocigotos
ILIRN*1. En los monocitos con genotipo ILIRN*2 estimulados con M-CSF, se registra
una disminucidn en la produccién de IL-1a Yy no se observa ninguna asociacion con la
produccién de IL-1B. Dicho polimorfismo podria estar en una regidon de regulacién o en
DL con otro polimorfismo que regula la transcripcion de los genes IL1A e IL1RN (Santtila
et al., 1998; Danis et al., 1995).

La sintesis de proteinas de diversos tipos celulares influye en la secrecion sistémica de
las citocinas, tanto de la IL-1B como del IL-1ra. Como se menciond anteriormente, se
ha observado que las células endoteliales secretan IL-1ra intracelular y sintetizan una
menor cantidad de dicha proteina cuando son portadoras del genotipo IL1IRN*2*2,
mientras que los monocitos con el mismo genotipo sintetizan una mayor cantidad de la
proteina en su isoforma soluble (Danis et a/., 1995; Wilkinson et al,, 1999; Dewberry et
al.,, 2000). Por esta razén al realizar la cuantificacion de las citocinas a nivel sistémico,
como se realizd en este caso la cuantificacion de IL-1p, hay poca probabilidad de medir

los efectos del genotipo sobre la sintesis de la proteina. Los resultados obtenidos en el
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presente estudio de la cuantificacion de la IL-1B sérica en el grupo de pacientes e
individuos sanos no arrojan diferencias estadisticamente significativas. De manera
similar, al formar grupos dependiendo del genotipo del portador tampoco se obtienen
diferencias significativas. En cambio, los estudios que han medido la sintesis de IL-1B e
IL-1ra a partir de las células y lo han relacionado con el genotipo tanto de los
polimorfismos IL-1B-511 como del IL1IRNVNTR han resultado exitosos (Danis et al.,
19995; Santtila et a/,, 1998; Dewberry et al., 2000, 2003; Iacoviello et a/.,, 2005). Por lo
anterior, resulta altamente recomendable cuantificar la sintesis de las citocinas a nivel

celular y no a nivel sistémico.
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10. Conclusiones

Los resultados obtenidos del analisis de los polimorfismos permiten concluir que el alelo
2 y el genotipo 1/2 del polimorfismo ILIRNVNTR del gen IL1RN, estan asociados con la
propension al desarrollo de IAM en pacientes mexicanos. De igual forma, existe una
tendencia que indica que, el genotipo CC del polimorfismo IL-1B-511 podria ser un
factor de riesgo para el desarrollo del IAM, mientras que el genotipo TT del
polimorfismo IL1F10.3 conferiria un riesgo menor hacia dicho padecimiento. Asi mismo,
el polimorfismo IL1RN.6/1(T) se encuentra en DL con el polimorfismo ILLRNVNTR (2)
en el grupo de pacientes y los individuos portadores de este diplotipo son
aproximadamente 4 veces mas susceptibles de padecer IAM que quienes no son

portadores de dicho diplotipo.

En la parte bioguimica del trabajo, que consistio en la cuantificacién de los niveles de IL-
1B sérica, se puede concluir que no existen diferencias estadisticamente significativas en
la concentracion de dicha citocina entre el grupo de pacientes y el de individuos sanos,

ni en relacion con los diferentes genotipos analizados.
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11. Perspectivas

Es necesario realizar experimentos sobre la funcionalidad de la variante ILIRNVNTR*2,
la participacion que tiene en el desarrollo de la placa arteriosclerética, la interaccién con

las diversas células y su papel en la respuesta inflamatoria.

Asi mismo, seria conveniente realizar un estudio prospectivo de este polimorfismo en
familiares de pacientes con IAM, para evaluar el riesgo de padecer dicha enfermedad.
Existe una cantidad de reportes que asocian a la variante ILIRNVNTR*2 con la
susceptibilidad hacia enfermedades como la aterosclerosis, la aterosclerosis de la arteria
carétida, el infarto isquémico y el IAM. Dicha variante también se ha relacionado con la
arteriogénesis, la reduccién en el potencial del crecimiento y la proliferacion de las

células endoteliales, caracteristicas que aceleran el proceso de aterosclerosis.

Es también importante resaltar el papel que podrian tener la citocina IL-1ra
recombinante humana (rhIL-1ra) como agente farmacolégico y el polimorfismo
ILIRNVNTR en la farmacogendmica. Un estudio clinico de fase 2 con la citocina rhIL-
1ra demostrd que dicha proteina recombinante es segura, bien tolerada por pacientes
con infarto isquémico y ademas el tratamiento activo se asocid con un perfil sérico
menos inflamatorio (Emsley et a/., 2005). Asi mismo, existen estudios en los cuales la
respuesta a los farmacos y la supervivencia de los pacientes varian dependiendo del
genotipo de cada paciente. El grupo de Gromadzka (2007), reportd que los efectos del
tratamiento con rhIL-1ra en infarto agudo son distintos en los pacientes con diferente
genotipo del ILIRNVNTR y concluyen que la genotipificacion de este polimorfismo seria

util en la planeacién del tratamiento con rhIL-1ra en pacientes con infarto. Esta
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recomendacion es importante ya que el ILIRN*2 se ha asociado con un incremento en
el riesgo de hemorragia y ademas en pacientes con el alelo 2 en forma homocigota se
observd una mortalidad mayor a los 30 dias después de haber padecido un episodio de
infarto comparado con los portadores del alelo en forma heterocigota y los homocigotos
para el alelo 1 (Gromadzka et al., 2007; Worrall et al., 2007). Por lo anterior, resulta
importante utilizar el marcador ILIRN*2 para el prondstico en los pacientes que han
sufrido un episodio de infarto; asi como para la decisién del tratamiento a seguir de

manera individual.
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Glosario

ADN (acido desoxirribonucleico): Molécula que contiene la informacién genética primaria en

forma de una secuencia lineal de nucledtidos.

Alelo: Cada una de las formas alternativas de un gen en un locus génico determinado.

Alélica, frecuencia: Frecuencia de cierto alelo en un locus determinado en una poblacién.

Antagonista del receptor de interleucina-1 (IL-1ra): Citocina anti-inflamatoria, es un
inhibidor natural de la IL-1. Es sintetizada por fagocitos mononucleares y se une a los mismos
receptores que la IL-1 pero carece de accion bioldgica, de forma que actia como un inhibidor
competitivo de ésta.

Arteria: Cualquiera de los vasos sanguineos, de ramificaciones divergentes, que distribuyen por
el organismo la sangre expelida de las cavidades ventriculares del corazdn.

Arteriosclerosis: Término genérico que significa engrosamiento y endurecimiento de las

arterias con pérdida de su elasticidad.

Aterosclerosis: De las raices griegas athere (placa) y sklerosis (endurecimiento), de donde la
“aterosclerosis” es un tipo de arteriosclerosis causada por el desarrollo de una placa fibrolipidica

en la superficie interior de la arteria.
Citocinas: Proteinas sintetizadas por muchos tipos de células distintas que intervienen en las

reacciones inflamatorias e inmunitarias. Las citocinas son los principales mediadores de la

comunicacion entre las células del sistema inmune.
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Desequilibrio de ligamiento: Tendencia de los alelos de un locus a presentarse
conjuntamente con los alelos de otro locus préximo mas a menudo de lo que podria esperarse

por azar.

ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay): Método para cuantificar un antigeno
inmovilizado sobre una superficie sélida, usando un anticuerpo especifico unido de forma
covalente a una enzima. La cantidad de anticuerpo que se une al antigeno es proporcional a la
cantidad existente de éste y se determina midiendo con espectrofotometria la conversion de una

sustancia clara en un producto coloreado por la accién de la enzima unida al anticuerpo.

Endotelio vascular: Epitelio fino escamoso separado de la elastica interna por un tejido
conectivo laxo que contiene escasos fibroblastos, raras células musculares lisas y fibras finas de
colagena. El endotelio proporciona al vaso una capa de revestimiento lisa y una barrera

parcialmente selectiva de difusidn entre la sangre y las capas mas externas de la pared vascular.

Gen: Factor hereditario que constituye una unidad simple de material hereditario. Corresponde

a un segmento de ADN que codifica la sintesis de una cadena polipeptidica.

Génica, frecuencia: Frecuencia de cierto genotipo en una poblacién.

Haplotipo: Conjunto de alelos proximos que tienden a heredarse conjuntamente sin separarse

por recombinacion en la meiosis.

Infarto agudo del miocardio: Sindrome isquémico coronario agudo, caracterizado por una
abrupta y subita interrupcion del flujo arterial coronario, generalmente relacionada con
fendmenos trombdticos agudos asociados con lesiones coronarias causadas por placas

arterioscleraticas.
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Interleucina-1 (IL-1): Citocina pro-inflamatoria, producida principalmente por los fagocitosis
mononucleares activados cuya funcidén principal consiste en intervenir en las respuestas
inflamatorias del huésped en la inmunidad innata. Existen dos receptores de membrana

diferentes para IL-1.

Marcador genético: Alelo utilizado para reconocer un genotipo determinado.

Polimorfismo: Existencia de dos o mas formas alternativas de un gen particular que se

encuentra en la poblacién en una frecuencia significativa mayor del 1%.

Promotor: Regidon del ADN, definida en el extremo 5’ de un gen, que se une a los factores de

transcripcion y a la ARN polimerasa durante la iniciacidn de la transcripcion.

Trombo: Cualquier masa sodlida que surge en el torrente sanguineo proveniente de los

componentes de la sangre.
RFLP’s (restriction fragment length polymorphism): Produccién de fragmentos de ADN
de diferentes longitudes, tras el corte con una enzima de restriccion determinada, debido a

diferencias heredadas en un sitio de restriccion.

VNTR (variable number tandem repeats): Polimorfmismo debido en el nimero de copias

de cualquier repeticion en tandem.
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Anexo 1

Descripcion de las técnicas del estudio bioquimico.

L1, Técnica de ELISA

Cuantificacion de la proteina IL-18 mediante la técnica de ELISA

La extraordinaria especificidad de los anticuerpos por su antigeno correspondiente los
convierte en reactivos Utiles para detectar, purificar y cuantificar antigenos. Dado que
es posible producir anticuerpos frente a casi cualquier tipo de macromoléculas y
pequefas sustancias quimicas, las técnicas en que se utilizan anticuerpos permiten

estudiar las moléculas presentes en soluciones o sobre células.

Los métodos inmunoldgicos usados para cuantificar la concentracion de un antigeno
poseen una sensibilidad y una especificidad extraordinarias y se han convertido en
técnicas habituales tanto en aplicaciones clinicas como en investigacién. La base de los
métodos inmunoquimicos de cuantificacion modernos consiste en disponer de un
antigeno o un anticuerpo puro cuya cantidad pueda medirse mediante una molécula
indicadora. Cuando la molécula indicadora se une de forma covalente a una enzima, es

posible cuantificarla determinando la tasa con que la enzima convierte un sustrato

97



incoloro en un producto coloreado con un espectrofotdmetro; estos analisis se
denominan analisis de inmunoadsorcion ligados a enzimas (ELISA). Existen distintas
variaciones de ELISA pero la version mas utilizada es el analisis en sandwich (figura 25)
En esta técnica se utilizan dos anticuerpos distintos que reaccionan con epitopos
diferentes del antigeno (en este caso la IL-1B) cuya concentracion se quiere medir. Una
cantidad fija de un anticuerpo (denominado anticuerpo de captura) se une a una serie
de soportes solidos iguales, en los pozos de una placa de microtitulacion. Se afiade a
los pocillos una solucién problema que contiene IL-1B en una concentracién desconocida
y una serie de soluciones estandar de concentraciones conocida y se deja que se unan
al anticuerpo de captura. El antigeno no unido se elimina mediante lavado y se afade el
segundo anticuerpo, que esta fijado a una enzima; normalmente peroxidasa de rabano
o bien acetilcolina que es hidrolizada por la acetilcolinesterasa (Cayman chemical,
2004). El antigeno (IL-1B) sirve de puente y asi, cuanto mayor sea la cantidad de
antigeno en la solucién problema o las soluciones estandar, mayor sera la cantidad del
segundo anticuerpo marcado con la enzima que se une. El resultado de las soluciones
estandar se utiliza para calcular una curva de union para el segundo anticuerpo en
funcidon de la concentracion del antigeno (IL-1B), a partir de la cual puede deducirse la
cantidad de antigeno presente en la solucién problema (Abbas y Lichtman, 2004;

Cayman chemical, 2004).
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@ Unidn del primer anticuerpo a
la placa de microtitulacion
del pocillo

@ Adicion de cantidades
variables de antigeno (G&E)

(3) Eliminacién del antigeno
no unido mediante lavado

@ Adicion de un segundo
anticuerpo marcado especifico
para epitopos no solapantes
del antigeno

@ Eliminacion del segundo
anticuerpo marcado no unido
mediante lavado; medicién de
la cantidad del segundo
anticuerpo que permanece
unido

@ Determinacion de la cantidad
del segundo anticuerpo unido
en funcion de la concentracion
del antigeno anadido (calculo
de una curva estandar)

Marcador unido —s

Concentracion de antigeno ——

Figura 20. Esquematizacion de la técnica de ELISA (Tomado de Abbas y Lichtman, 2004).
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Anexo 11

Descripcion de las técnicas del estudio molecular

II.1. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR es un método que permite clonar fragmentos de ADN sin utilizar células, es
rapido y sensible. Se han desarrollado reacciones estandares y una amplia variedad de
métodos basados en la PCR para investigar polimorfismos y mutaciones. La PCR
estandar es un procedimiento /n Vitro para amplificar secuencias definidas de ADN
blanco, aun partiendo de muy pocas cantidades de material o de material antiguo. La
amplificacion selectiva requiere alguna informacion previa acerca de las secuencias que
flanquean el ADN blanco. Sobre la base de esta informacion se disenan los
oligonucledtidos cebadores o iniciadores, de alrededor de 15 a 25 pb de longitud. Los
iniciadores son complementarios de las secuencias por fuera de los extremos 3’ del sitio

blanco y se unen a ellas en forma especifica (Passarge, 2004).

La PCR es una reaccion en cadena porque las cadenas de ADN nuevas sintetizadas
actian como molde para la posterior sintesis de ADN en los 35 a 35 ciclos
subsecuentes. En teoria, cada ciclo dobla la cantidad de ADN amplificado. Al final, hay
al menos 10° copias de la secuencia blanco especifica. Esta se puede visualizar como
una banda distintiva de un tamano especifico luego de una electroforesis en gel. Cada

ciclo, que involucra tres reacciones rigurosamente controladas en tiempo y temperatura
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en los termocicladores automaticos. Los tres pasos en cada ciclo son 1)
desnaturalizacion de ADN de cadena doble, a alrededor de 93°C-95°C para el ADN
humano, 2) hibridacién del iniciador a unos 50°C-70°C, dependiendo de la temperatura
de fusion esperada del duplex de ADN y 3) sintesis del ADN utilizando una polimerasa
de ADN termorresistente ( 7Thermophilus aguaticus, Taq polimerasa), tipicamente a unos
700C-759C. En cada ciclo subsecuente el molde inicial y el ADN nuevo, sintetizado
durante el ciclo anterior, actian como molde para otra vuelta de sintesis (Passarge,
2004).

Los polimorfismos que constan de repeticiones en tandem de ndmero variable (VNTR),
pueden determinarse utilizando la técnica de PCR con los iniciadores especificos para el
polimorfismo. Los fragmentos obtenidos de la PCR son visualizados mediante una
electroforesis en geles de agarosa al 2% vy el tamafo de los fragmentos se determina

utilizando un MPM conocido.
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II.2. Fragmentos de restriccion polimorfica (RFLP’s)

Los RFLP’s se basan en la presencia o ausencia de una secuencia que es reconocido por
una enzima de restriccion, generalmente debida a un polimorfismo en un solo
nucledtido. El sitio polimérfico en dos cromosomas difiere entre si por un Unico par de
bases, lo que provoca la falta de un sitio de corte blanco de una enzima de restriccion
especifica en uno de los cromosomas. Tras la digestiéon con dicha enzima, el
cromosoma sin el sitio de corte produce un fragmento de mayor tamano que el otro
cromosoma. La diferencia se reconoce mediante una electroforesis posterior (Sudbery,
2004).

El primer paso para realizar la técnica de RFLP's es una PCR con los iniciadores
especificos para cada polimorfismo, posteriormente el producto se verifica en un gel de
agarosa al 1.5%. El siguiente paso es realizar la digestion del producto amplificado con
una enzima especifica para el sitio de corte blanco. Finalmente el producto de la
digestion enzimatica se visualiza mediante una electroforesis en geles de agarosa al 3%
o de acrilamida al 9.2%. El genotipo de cada muestra se determina identificando las
bandas con los pesos de corte especificos, con la ayuda de un marcador de peso
molecular (MPM).
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I1.3. PCR en tiempo real

En la PCR en tiempo real, los procesos de amplificacion y deteccién se producen de
manera simultanea en el mismo vial cerrado, sin necesidad de ninguna accién posterior.
Ademas, mediante deteccion por fluorescencia se puede medir durante la amplificacion
la cantidad de ADN sintetizado en cada ciclo, ya que la emision de fluorescencia
producida en la reaccidon es proporcional a la cantidad de ADN copiado. Esto permite
conocer y registrar en todo momento la cinética de la reaccién de amplificacion (Higuchi
et al., 1993).

Los termocicladores para llevar a cabo la PCR en tiempo real incorporan un lector de
fluorescencia y estan disefiados para poder medir, en cualquier momento, la
fluorescencia emitida en cada uno de los viales donde se realice la amplificacion. Los
sistemas de emision de fluorescencia empleados en la PCR a tiempo real pueden ser de
dos tipos: agentes intercalantes y sondas especificas marcadas con fluorocromos,

disefiadas, de manera especifica.

Agentes intercalantes

Son fluorocromos que aumentan notablemente la emisién de fluorescencia cuando se
unen a ADN de doble hélice. El mas empleado en PCR en tiempo real es el SYBR Green
I. El incremento de ADN en cada ciclo se refleja en un aumento proporcional de la
fluorescencia emitida. Este sistema de deteccion tiene la ventaja de que la optimizacion
de las condiciones de la reaccidén es muy facil y ademas, es mas barato que las sondas
especificas. El principal inconveniente de los agentes intercalantes es su baja

especificidad, debido a que se unen de manera indistinta a productos generados
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inespecificamente o a dimeros de cebadores, muy frecuentes en la PCR. Para mejorar
la especificidad se deben emplear condiciones de reaccién déptimas y una seleccion
cuidadosa de los cebadores para disminuir el riesgo de formacién de dimeros. Ademas,
es recomendable iniciar la reaccion de sintesis de ADN a temperaturas elevadas (hot-
start PCR), lo cual disminuye de forma notable el riesgo de amplificaciones inespecificas.
Para ello se pueden usar polimerasas recombinantes modificadas que solo funcionan
después de ser activadas a temperaturas elevadas o anticuerpos que bloguean el centro
activo de la polimerasa hasta que la reaccion alcanza temperaturas altas en las que el
anticuerpo se desnaturaliza liberando la polimerasa y permitiendo su actividad. Ademas
la mayoria de los equipos para PCR a tiempo real tienen la posibilidad de determinar la
temperatura de fusién de los fragmentos amplificados (Tm = temperatura a la que el
50% del ADN de la molécula esta desnaturalizado). Cada fragmento amplificado tiene
una Tm caracteristica, que depende sobre todo de su longitud y de la composicidn de su
secuencia de bases. Esta aplicacion permite comprobar, aunque no siempre con
absoluta garantia, la especificidad de los fragmentos detectados en la PCR. Por otra
parte, los agentes intercalantes no permiten la identificacién de polimorfismos en la

secuencia blanco. (Moretti et a/., 1998; Kellogg et al., 1994).

Sondas de hibridacion especificas

Son sondas marcadas con dos tipos de fluorocromos, un donador y un aceptor. El
proceso se basa en la transferencia de energia fluorescente mediante resonancia (FRET)
entre las dos moléculas. Las mas utilizadas son las sondas de hidrdlisis, denominadas

también sondas TagMan, las sondas molecular beaconsy las sondas FRET.
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1. Sondas de hidrolisis.

Son oligonucledtidos marcados con un fluorocromo donador en el extremo 5 que emite
fluorescencia al ser excitado y un aceptor en el extremo 3’ que absorbe la fluorescencia
liberada por el donador. Para que esto ocurra, las moléculas donadora y aceptora deben
estar espacialmente préximas. Ademas, el espectro de emisidon de la primera se ha de
solapar con el espectro de absorcidon de la segunda. En la Tabla 14 se relacionan los
fluorocromos mas empleados y sus espectros de excitacién y emisidén. Mientras la sonda
esta intacta, la fluorescencia emitida por el donador es absorbida por el aceptor. Sin
embargo, durante la amplificacion de ADN blanco, la sonda se hibrida con su cadena
complementaria. Al desplazarse a lo largo de la cadena, en su accidn de sintesis, la ADN
polimerasa de T7Thermus aqguaticus, que tiene actividad 5 exonucleasa, hidroliza el
extremo libre 5’ de la sonda, produciéndose la liberacién del fluorocromo donador.
Como donador y aceptor estan ahora espacialmente alejados, la fluorescencia emitida
por el primero es captada por el lector como se muestra en la figura 20 (Holland et a/.,
1991).
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Fluorocromo Max Mabe (1011) Man dom (T001)

Cascade blue (varios) 374-403 422-430
YOYO-1 491 509
Bodipy 503 512
Fluoresceina (FITC) 494 520
SYEBR Green [ 497 520
TOTO-1 al3 532
FAM 495 535
Luciferina 430 540
TET 522 550
JOE 525 555
HEX 530 a60
Cy3 552 565
POPO-3 534 aT0
Fodamina 540 570
NED 553 a7a
TAMEA a60 280
MNaranja de acridina 460,502 526,650
Cys 643 GGT
Chuantum Red/Red 670 480.565 670
Bromure de etidio 526 605
RO ag0 GO5
Fed 613 480,565 G132
Fojo de Tejas 596 615
Homodimero de etidio 534 G616
Yoduro de propidio 536 617
IRD 700 G685 705
CyT7 743 767
IRD s00 795 849
VIC 528 546

Tabla 14. Principales moléculas fluorescentes empleadas como marcadores en la PCR-TR (Tomado de
Hollando et a/,, 1991).
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Figura 21. Mecanismo de las sondas de hidrdlisis o sondas Tagman.

2. Molecular beacons
Son sondas parecidas a las anteriores. Tienen una molécula donadora en el extremo 5’y
una aceptora en el extremo 3’ pero, ademas, presentan una estructura secundaria en
forma de asa, en la que reside la secuencia de union especifica con el ADN blanco. Los
extremos permanecen plegados cuando la sonda no esta hibridada, lo que conlleva que
donador y aceptor estén muy cerca uno de otro. En esta conformacioén la fluorescencia
emitida por el donador es absorbida por el aceptor y no es captada por el lector del
equipo. Sin embargo, al hibridar con el ADN blanco la sonda se abre, alejandose
donador y aceptor, pudiendo ser detectada la fluorescencia emitida por el primero como

puede observarse en la figura 21 (Tyagi y Kramer, 1996).
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Figura 22. Mecanismo de los molecular beacons.

3. Sondas FRET
El sistema se compone de dos sondas que se unen a secuencias adyacentes del ADN
blanco. Una de las sondas lleva un donador en el extremo 3’ y la otra un aceptor en el
extremo 5’. Cuando las sondas estan hibridadas, los dos fluorocromos estan proximos.
Al ser excitado, el donador transfiere su energia al aceptor que, a su vez, emite la

fluorescencia que detecta el lector del equipo (figura 22).

En todos estos sistemas, el incremento de ADN en cada ciclo se corresponde con un

aumento de hibridacién de las sondas, lo que conlleva un aumento en la misma
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proporcién de fluorescencia emitida. El empleo de sondas garantiza la especificidad de
la deteccidon y permite identificar polimorfismos o mutaciones puntuales, pero su coste
es mas elevado que el SYBR Green y la optimizacion de las condiciones de la reaccion

resulta mas dificil.

B Lector

O

Figura 23. Sondas FRET.

I1.4. Mapas genomicos

Un mapa gendmico es una representacion lineal de los sitios gendmicos importantes
(genes y marcadores). Se refiere tanto a un cromosoma (mapa citogenético) como a
un tramo de ADN. Un mapa provee informacion acerca de la posicién de un marcador

gendmico en particular y su relacién con los otros.
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Un mapa genético expresa las posiciones relativas de los genes entre si sin un anclaje
fisico al cromosoma. La distancia entre los marcadores se determina por la frecuencia
de recombinacidon durante la meiosis, que a su vez esta determinada por la distancia
relativa entre los loci. Un mapa fisico provee informacién de la posicion exacta de un
gen o marcador, da la posicién de un locus génico y su distancia hacia otros genes en el
mismo cromosoma en valores absolutos; expresada en pares de bases y en relacion con
determinadas posiciones a lo largo del cromosoma. El mapa genético da la frecuencia
de recombinacién, expresada en unidades de recombinacion o centimorgans (cM). Un
centimorgan corresponde a una frecuencia de recombinacién del 1%, es decir, la
aparicién de un gameto recombinante entre 100, mientras que los 99 restantes tendran
la configuracion parental. Fisicamente, 1 cM corresponde a una secuencia de ADN de
entre 0.7 y 1 Mb, pero no hay una relacion fija entre las distancias genéticas vy fisicas
(Passarge, 2004; Sudbery, 2004).

Para que una meiosis sea informativa es preciso que se pueda medir la frecuencia de
recombinacion entre los marcadores, es decir, que sea posible distinguir entre los
cromosomas parentales y los recombinantes. Esto precisa que ambos marcadores sean
heterocigotos. La figura 23 ilustra esta situacién. La fase determina la manera en que
alelos particulares préximos en la localizacion de sus loci estan en el mismo (cis), o en
distinto cromosoma (#rans). Un ejemplo de esto en la meiosis informativa representada
en la figura 23, en la que los alelos A y 1 estan en cis, mientras que los alelos A 'y 2
estan en frans. Se aprecia claramente la necesidad de conocer la fase para distinguir

tras la meiosis si los cromosomas son recombinantes o son parentales (Sudbery, 2004).
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Meiosis no informativa

Recombinacion o
—_—
B 1 No recombinacion B 1
A 2
Meiosis informativa , "
. ac‘\oﬂ
A 1 P‘W 2 :
B 2 NO re
C . A 1
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Figura 24. Meiosis informativa y no informativa. Izquieda: dos cromosomas homdlogos en una célula
diploide a punto de desarrollar una meiosis. Dos loci contiguos, cada uno con los alelos, se localizan en
estos cromosomas. Derecha: se muestra la estructura de los gametos resultantes de la meiosis. Arriba:
la meiosis no es informativa puesto que uno de los loci es homocigoto; después de la meiosis los gametos
dispondran de cromosomas idénticos a los que tenian antes de la meiosis. Abajo: la recombinacion
origina cromosomas que pueden distinguirse de los cromosomas no recombinantes; la meiosis es
informativa (Tomado de Sudbery, 2004).

Un haplotipo consiste en un conjunto de alelos ligados y proximos que tienden a
heredarse conjuntamente en la meiosis sin separarse por recombinacion (haplotipo es la
contraccion de genotipo haploide). En el ejemplo anterior se muestran dos haplotipos
parentales, A1 y B2. Los haplotipos pueden contener mas de dos alelos. De modo

general, los alelos que forman un haplotipo se heredaran conjuntamente como un
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bloque puesto que dada su cercania hace dificil que se separen por recombinacion.
(Sudbery, 2004).

Los primeros mapas del genoma humano se llevaron a cabo en los anos 70 y se
basaban en el ligamiento entre marcadores, los grupos sanguineos y otros rasgos
fenotipicos de caracter monogénico. El ligamiento entre estos marcadores era bastante
escaso, de manera que la resolucién de los mapas era bastante baja y amplias zonas del
genoma quedan sin representacion. La falta de marcadores Utiles en relacion al tamafio
del genoma retraso el progreso en la construccidon de los mapas genéticos humanos. La
salida de atolladero técnico en que se encontraba la construccidn de mapas se produjo
en 1980 gracias al descubrimiento de que muchas secuencias del genoma eran
polimorficas a pesar de no tener efectos fenotipicos. A estos marcadores se les llamé
polimorfismos moleculares neutros. El primero de estos marcadores utilizados se
denominé mediante fragmentos de restriccion polimorfica (RFLP’s). Los RFLP’s se basan
en la presencia o ausencia de una secuencia para una enzima de restriccion,

generalmente debida a un polimorfismo en una sola base (figura 24).
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Figura 25. Marcador RFLP’s. Partes de los ADN de dos cromosomas difieren entre si por un Unico par de
bases, lo que provoca la falta de un sitio de corte blanco de £coRI en uno de los cromosomas. Tras la
digestion con EcoRl, el cromosoma sin el sitio de corte produce un fragmento de mayor tamano que el
otro cromosoma. La diferencia se reconoce mediante la hibridacion Southern utilizando una sonda (linea

gruesa) que hibrida dentro de la regién flanqueada por los dos sitios de corte EcoRI presentes en ambas

moléculas (Tomado de Sudbery, 2004).

El problema de los RFLP’s es que por definicién sélo pueden existir dos alelos en cada
locus, es decir, el sitio de restriccion esta presente o ausente. La maxima proporcion de
individuos heterocigotos en una poblacidn es sélo del 50%. Puesto que los marcadores
genéticos solo son informativos cuando son heterocigotos, a menudo un marcador
RFLP’s no proporciona informacion Util. En la practica la situacion es peor, puesto que
normalmente uno de los alelos es raro y la frecuencia de los heterocigotos es menor del

50%. La proporcion de meiosis que son informativas con respecto a un marcador se
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denomina polimorfismo de contenido informativo (PIC). El maximo valor PIC para un
marcador bialélico es 0.375 (menos que 0.5 puesto que algunas meiosis no son
informativas a pesar de que los padres sean heterocigotos). Los minisatélites y los

microsatélites descritos a continuacion tienen valores mayores de PIC (Sudbery, 2004).

Un marcador mas util es el que es de naturaleza multialélica, de manera que tenga
mayor probabilidad de que un individuo sea heterocigoto. Los loci de minisatélites,
también conocidos como VNTR (numero variable de repeticiones en tandem) cumplen
estos criterios. Los minisatélites consisten en secuencias de entre 10 y 100 pb de
longitud repetidas en tandem en un nimero variable, alcanzando una longitud de entre
0.5y 50 kb. Aunque pueden estar presentes en cualquier parte de los cromosomas
tienden a localizarse preferentemente en los teldmeros. El nimero de repeticiones en el
locus se determina mediante la técnica de la transferencia de Southern o mediante una
reaccion de PCR con oligonucleétidos especificos. En cambio, los microsatélites
consisten en repeticiones en tandem de unidades de dos, tres o cuatro nucledtidos de
longitud. Se les conoce también como repeticiones cortas en tandem (STR). Se
encuentran en todas las partes del genoma, incluso dentro de las regiones codificantes
de proteina. Como ocurre con los minisatélites, varia el nimero de repeticiones de cada
microsatélite, cambiando su tamanio final. Por esta razdn, los microsatélites son muy
polimdrficos y muy buenos marcadores genéticos. Los microsatélites se han usado mas
que los minisatélites debido a que su distribucidon es mas uniforme a través del genoma.
La longitud de los microsatélites se determina mediante PCR utilizando cebadores
escogidos en las secuencias Unicas vecinas. Esto los convierte en una forma especial de
STS (sitio que se identifica por su secuencia mediante el uso de PCR) que permite
alinear los mapas genéticos basados en microsatélites con distintos tipos de mapas
fisicos (Sudbery, 2004).
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