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Resumen
Introduccion
La proteina C reactiva (PCR) es un predictor potente de enfermedad
cardiovascular. Existe asociacion entre el infarto del miocardio (IM) vy
polimorfismos del promotor del gen CD14 en diferentes sitios y poblaciones.
Recientemente se describiéo un nuevo polimorfismo en el promotor del gen CD14
(T-308-C) en poblacién Mexicana encontrando esta misma asociacion. Se ha
intentado demostrar que existe relacion entre diferentes reactantes de fase aguda
y polimorfismos sin lograrlo hasta el momento.
Objetivos
1. Determinar los niveles de PCR en sujetos varones mexicanos sanos.
2. Caracterizar el sitio -315 y el sitio -159 del gen del receptor CD14 en sujetos
varones mexicanos sanos.
3. Asociar los niveles de PCR con los diferentes genotipos y alelos encontrados en
esta poblacion de sujetos varones mexicanos sanos.
Material y métodos
Se incluyeron sujetos del género masculino, mayores de 18 afios de edad sin
enfermedad sistémica y sin factores de riesgo coronario mayores, excluyéndose
aguellos que presentaran anormalidades en el perfil de lipidos o glucemia y a los
gue se les detectd hipertension arterial sistémica.
Resultados
Se estudiaron 50 hombres con una edad promedio de 37 afios (+- 5.2), No se
encontraron diferencias en cuanto a la genotipificacion para los sitios —308 y —159
(-260). Los sujetos con haplotipo C-308T tuvieron significativamente PCR mas alta
que el resto de los haplotipos encontrados (p=0.04).
Conclusiones
El 20% de nuestra poblacion estudiada presentd niveles > 1mg/L de proteina C
reactiva.
Los sujetos con haplotipo C/T tuvieron niveles significativamente mas altos de
PCR.



Introduccion

La aterosclerosis es una enfermedad de la civilizacidn, que tiene un origen
multifactorial, por un lado nuestra composicién genética y por otro lado las nuevas
condiciones ambientales propias de la civilizacién, bajo las cuales hemos vivido en
los dltimos 10,000 afios. Prueba de ello lo constituye el hecho de que la
aterosclerosis es sumamente rara en las poblaciones primitivas, que adn existen
en remotos lugares del planeta, y que no comparten nuestro “moderno” estilo de
vida. La prevalencia de los sindromes vasculares aterosclerosos como el infarto
del miocardio (IM), el accidente vascular cerebral (AVC), la angina inestable (Al) y
la enfermedad arterial periférica han ido en aumento creciente desde el inicio de la
civilizacion hasta nuestros dias, pero ha sido en los ultimos 100 afios cuando
estos sindromes, particularmente los coronarios, han cobrado proporciones
pandémicas. Este aumento es el resultado de la creciente prevalencia de sus
determinantes mas importantes, los factores de riesgo ateroscleroso, no sélo en
los paises industrializados, sino en los paises en vias de desarrollo, como nuestro

pais.
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Epidemiologia de la aterosclerosis en México
Las enfermedades cardiovasculares constituyen la primera causa de muerte
en nuestro pais y de éstas la cardiopatia isquémica explica dos terceras partes.
(INEGI 2005). " En 2004 la tasa de mortalidad por enfermedades cardiacas en
nuestro pais fue de 68.5 por cada 100,000 habitantes y de éstos el 64.4% se
adjudicaron a la cardiopatia isquémica (Cl). Los sindromes coronarios agudos
(SCA) representan un serio problema de salud publica y son responsables de un

gran nimero de hospitalizaciones anuales en nuestro pais. %!

Factores de riesgo ateroscleroso
Se consideran factores de riesgo aterogénico aquellas condiciones que
preceden a la aparicion de la enfermedad, mantienen con ella una correlacion
estadisticamente significativa, poseen poder predictivo y tienen mecanismos
etiopatogénicos plausibles, los cuales se basan en observaciones basicas y
clinicas. Los factores de riesgo ateroscleroso se dividen en no modificables como:
la edad, el género y la herencia, y en modificables (susceptibles de cambiar
mediante diversas intervenciones). Estos ultimos a su vez, se dividen en
independientes 6 mayores, debido a que por si solos explican la aparicion de la
enfermedad aterosclerosa como: la hipercolesterolemia LDL, la hipertension
arterial sistémica, el tabaquismo, la diabetes mellitus y la hipocolesterolemia HDL;
y en factores de riesgo menores o dependientes, ya que por si solos no son
capaces de explicar la aparicion de la enfermedad y necesitan asociarse a uno de
los mayores, estos son: la hipertrigliceridemia, la obesidad, el sedentarismo, la
menopausia, la lipoproteina (a) elevada, factores trombogénicos, Ila

hiperhomocisteinemia, infecciones y factores psicosociales.
Sin embargo, diversas series han mostrado que hasta 50% de las personas
que presentan aterosclerosis no refiere presencia de alguno de estos factores
convencionales. Por tal motivo, desde hace varios afos, se ha estudiado el papel

de otros factores en el desarrollo de la enfermedad. Un ejemplo de esto lo



constituye la proteina C reactiva (PCR), una sustancia que se encuentra en la
sangre y la cual aumenta en presencia de inflamaciéon. En los ultimos afios
diversos estudios han mostrado que las cifras elevadas de PCR aumentan el

riesgo de infarto del miocardio. #

Aterosclerosis e inflamacion

Actualmente se reconoce que la aterosclerosis es una enfermedad
inflamatoria P inducida por alteraciones en el metabolismo de los lipidos, que
provocan la entrada de éstos a la pared arterial en zonas de conflicto hidraulico,
como las bifurcaciones. Se ha definido que la respuesta inflamatoria esta
caracterizada por: 1) la infiltracion y la activacion de células mononucleares, 2) la
secrecion de citocinas proinflamatorias, 3) la activacion del sistema humoral y 4)
la apoptosis e induccién de procesos reparadores.

Se ha observado que diversas moléculas que intervienen en el proceso
inflamatorio dentro de las placas ateroscleréticas, como las citocinas, los
reactantes de fase aguda como la proteina C reactiva (PCR), el fibrindgeno, la
proteina sérica amiloide A y la neopterina, aumentan sus concentraciones séricas
durante los SCA y han sido propuestas como marcadores de enfermedad
aterosclerética activa.

Citocinas

Son las principales disparadoras de la sintesis de reactantes de fase aguda.
Son moléculas peptidicas que inducen la respuesta inflamatoria actuando sobre
receptores especificos de alta afinidad. ! La mayoria de las citocinas son
moléculas multifuncionales que tienen diferentes acciones segun las células
estimuladas. En realidad, los efectos inducidos por la citocinas dependen de las
caracteristicas de la célula y del entorno celular. Habitualmente, los efectos de las
diferentes citocinas se sobreponen entre si y solamente algunas tienen un solo y
definido efecto. Actuan localmente, en forma autdécrina y paracrina, y son
sintetizadas como respuesta fisiolégica ante el dafo tisular. Sus principales

acciones se podrian sintetizar como coordinadoras de la eliminacion de los



microorganismos invasores, de las noxas injuriantes y de los tejidos dafados por
sus efectos, y encargadas de la modulacion del sistema inmunitario. [’
Las acciones proinflamatorias de citocinas como las interleucinas IL-1 e IL-6 y el
factor de necrosis tumoral a (TNF-a) son moduladas por otras citocinas con
actividad resultante antiinflamatoria, como las interleucinas IL-8, IL-10, IL-11, IL-
12, IL-18 y el IFN-a.. Las citocinas inducen la produccion de una variedad de
mediadores inflamatorios, como el fragmento del complemento C5a y el factor de
activacion plaquetaria, los cuales acrecientan los efectos de las citocinas e
inducen la sintesis de otros mediadores inflamatorios y de otras citocinas que
pueden tener una accidn estimulante, depresora o inhibitoria del proceso
inflamatorio, dependiendo de las caracteristicas y de las circunstancias
particulares de cada situacion. De esta manera, controlan, suprimen o estimulan
la inflamacién. !

Diversas investigaciones han demostrado la correlacion entre aterosclerosis
y concentraciones plasmaticas de algunas citocinas, por lo que se ha propuesto
que éstas pueden servir para identificar pacientes con riesgo de accidentes
vasculares. !

Reactantes de fase aguda

Los reactantes de fase aguda son marcadores sensibles, pero no

especificos de inflamacion sistémica. Son proteinas sintetizadas por los

S [como lo demostrd Koj en 1974]
)

hepatocitos ante la estimulacién de citocina , principalmente

por la IL-1, la IL-6 y el TNF-o.. ' Tanto la IL-6 como TNF-a son sintetizados por
los macréfagos activados, y su produccion y liberacion se incrementan en
respuesta al estrés metabdlico, a la infeccidon y a la inflamacion. Recientemente
se ha observado que los reactantes de fase aguda como el fibrindbgeno, la proteina
amiloide sérica A y la PCR estan aumentados en los pacientes con enfermedad
coronaria y los predisponen a desarrollar accidentes vasculares adversos. ['*7°]
Varios estudios han confirmado el valor prondstico de estos marcadores
inflamatorios incluso en sujetos aparentemente sanos. "¢ 1718l

El primer reactante de fase aguda evaluado sistematicamente como

[19]

marcador de riesgo cardiovascular fue el fibrindgeno, con importantes



observaciones de corte epidemiolégico que asociaron sus concentraciones

elevadas con eventos cardiovasculares. %2

Los factores de riesgo
cardiovascular convencionales, como el tabaquismo, 2% |a edad, ¥"?® el indice de
masa corporal elevado ?® y el uso de anticonceptivos ?° elevan la concentracion
de fibrinbgeno sérico. Otros reactantes de fase aguda como la proteina amiloide A
sérica, 223" el 4cido sialico, *>*¥ la albumina *¥ y la ceruloplasmina, * también se
acompafian de un aumento del riesgo cardiovascular. Sin embargo, entre los
reactantes de fase aguda, el marcador inflamatorio que mas se ha estudiado y que
aparentemente ha captado mas la atencién de los investigadores alrededor del

mundo es la proteina C reactiva. [*®

Proteina c reactivay riesgo de enfermedad cardiovascular

La proteina C reactiva (PCR) es quiza el mediador inflamatorio asociado al
desarrollo y a la progresién de la enfermedad ateroclerética mejor estudiado. La
PCR, compuesta de 23 kD, es un miembro de la familia de proteinas naturales de
la inmunorespuesta del pentraxin, producida principalmente en el higado en
respuesta a la citocina IL-6, es un reactivo clasico de la fase aguda y se habia
pensado en él inicialmente como un marcador de la cascada inflamatoria. Sin
embargo, ahora se cree cada vez mas que la PCR desempefa un papel activo en
la aterogénesis, participando desde el reclutamiento inicial de los leucocitos
circulantes a la pared arterial hasta la ruptura eventual de la placa inestable. "}

Evidencia considerable apoya la vision que la aterosclerosis es una
enfermedad inflamatoria mediada por una amplia gama de citocinas, de
interleucinas, de factores de crecimiento, de receptores de superficie y de

diversos tipos celulares. 18

La severidad de la inflamacion vascular parece
determinar la estabilidad y la inestabilidad relativa de la placa ateromatosa, asi
como los indices de progresion de la enfermedad. **!

El desarrollo temprano de la lesion ateromatosa consiste en la adherencia
del monocito y la transmigracion a través del, endotelio vascular. Datos recientes
in vitro sugieren que la PCR participa en estos dos procesos, por un lado

retroalimentando positivamente las moléculas de adherencia de la superficie de la



célula endotelial tales como la molécula de adherencia intercelular-1 (ICAM-1), la
molécula de adherencia de la célula vascular-1 (VCAM-1), y la E-selectina,*®y por
otro lado estimulando la sintesis de la proteina quimioatractante del monocito-1
(MCP-1). La diferenciacion de monocitos hacia macréfagos y la acumulacion
subsecuente de lipidos conduce a la formacién de células espumosas y de la
estria grasa. La PCR se identifica en placas ateroscleréticas nacientes y se ha
demostrado que se une al receptor CD32 para promover le barrido de la
lipoproteina de baja densidad (LDL) por los macrofagos mediado por este
receptor. "1 La proliferaciéon de las células del musculo liso y el reclutamiento
continuo de células inflamatorias crean una placa madura con un recubrimiento
fibroso que separa la acumulacion protrombdtica de lipido de flujo de sangre
luminal. El adelgazamiento del recubrimiento fibroso incrementa el riesgo de
ruptura de la placa y de eventos isquémicos agudos. 2

Ademas de aumentar la expresion de las moléculas de adherencia, la PCR
también puede contribuir a la disfunciéon de la célula endotelial reduciendo la
produccion de oOxido nitrico (NO), disminuyendo la capacidad fibrinolitica, y
aumentando la produccién de endotelina-1. EI NO es un importante vasodilatador
y disminuye la oxidacion de las LDL, la agregacién plaquetaria, y la proliferacion
de musculo liso. Se ha reportado que la PCR reduce la expresion de la sintetasa
de NO endotelial **! y Ia liberacién de NO. ¥ La actividad disminuida de NO inhibe
la angiogénesis dependiente del factor de crecimiento vascular, un importante
mecanismo compensatorio en isquemia cronica. La PCR parece aumentar la
expresion del inhibidor del activador de plasmindgeno endotelial-1, **! una proteina

461 También se ha

que inhibe la fibrindlisis y aumenta el riesgo trombdtico.
reportado que la PCR estimula la produccién de endotelina-1, ¥ un potente
vasoconstrictor e inductor de la inflamacion de la pared del vaso, del crecimiento
celular y de la trombosis.

El disparador para la respuesta inflamatoria inicial sigue siendo confuso. Se
ha sugerido que son responsables las fuentes infecciosas distales (p. ej.,
Helicobacter pylori) que llevan a la elevacion de las citosinas circulantes, o las

fuentes infecciosas locales dentro de la placa por organismos intracelulares (p. €j.,



Chlamydia pneumoniae o citomegalovirus). Sin embargo, la presencia de los
anticuerpos a éstos y a otros agentes infecciosos no son predictores constantes
de enfermedad cardiovascular (ECV) insidiosa en estudios prospectivos. *"!

No se sabe como la PCR circulante puede atravesar la barrera endotelial e
incorporarse al espacio subendotelial. Sin embargo, células del musculo liso y
macroéfagos dentro de la placa ateromatosa sintetizan PCR in situ.*”! De hecho,
los niveles de RNAm de la PCR en la placa son de siete a diez veces mas altos
que los niveles encontrados en el higado y los vasos sanguineos normales,
respectivamente. Ademas del higado, otra fuente importante de PCR circulante es
el tejido adiposo. El tejido adiposo también produce adiponectina, una citosina
con caracteristicas antiinflamatorias. La adiponectina disminuye la produccion de
factor de necrosis tumoral o del tejido adiposo, inhibe la expresién de la molécula
de adherencia endotelial, y disminuye la actividad de barrido de lipidos de los

8 En pacientes con EC, los niveles de PCR se correlacionan

macrofagos.
negativamente con los niveles de adiponectina, lo que sugiere una relacién
adicional entre la PCR alta y el riesgo coronario. *®!

La evidencia de laboratorio para un papel etiologico de la PCR en el
desarrollo de la enfermedad aterosclerética no es definitiva todavia. Sin embargo,
dado el numero de procesos pro-aterogénicos en que esta implicada la PCR, el
apoyo para esta conclusion esta aumentando rapidamente. En tanto los detalles
del mecanismo que sostiene el papel de la PCR en la aterogénesis se hacen mas
convincentes, se abriran nuevas posibilidades terapéuticas para prevenir y tratar

las variadas manifestaciones clinicas de la aterosclerosis. ¢!

Proteina C reactiva y enfermedad clinica cardiovascular
La PCR esta asociada a eventos vasculares recurrentes y muerte entre
pacientes con angina de pecho estable, isquemia coronaria aguda, o una historia
de IMH) Mas de una docena de estudios epidemioldgicos con periodos de
seguimiento de entre 3 y 20 afios también han encontrado que una sola medicion
de PCR es un predictor fuerte de IM, embolia, enfermedad vascular periférica y

muerte cardiovascular en personas sin historia previa de ECV.184%%% En general,



los participantes con niveles basales de PCR en la cuartila superior de la
distribucion de la muestra, tienen dos a tres veces mas probabilidad de sufrir un
evento vascular futuro que aquellos en la cuartila inferior de PCR. La asociacion
entre PCR y los eventos vasculares subsecuentes en la mayoria de los casos es
independiente de la edad, del tabaquismo, de la hipertension, de dislipidemia y de
la diabetes, que son los factores de riesgo convencionales evaluados en la
practica diaria e incluidos en los algoritmos globales de prediccion cardiovascular,
tal como lo demuestra el estudio de Framingham. !

Muchos de los datos disponibles se han derivado de estudios jerarquizados
de casos y controles, que permiten la estimacidon de riesgos relativos pero no de
riesgos no absolutos de enfermedad dentro de los estratos de factores de riesgo.
Sin embargo, recientemente se han publicado datos de supervivencia libre de
eventos de las cohortes a gran escala, permitiendo una interpretacion directa de
los niveles de PCR en términos de quintiles basados en la poblacion o puntos
simples de corte.®" El ltimo reporte muestra que los niveles de PCR de menos
de 1, 1 a 3, y mayor de 3 mg/L representan grupos de bajo, moderado y alto
riesgo, respectivamente, esto proporciona utilidad predictiva comparable al primer
estudio y tienen probablemente mayor interés clinico. La division de la PCR en
menos de 1, 1 a 3 y mayor de 3 mg/L agrega informacién prondstica en todos los
niveles de riesgo basados tanto en los puntos de corte de LDL actuales del
Programa Nacional de Educacion del Colesterol (National Cholesterol Education
Program - NCEP) 2°® como en el calculo de la calificacion de riesgo de

Framingham.

PCR y riesgo cardiovascular en sujetos aparentemente sanos de ambos
sexos
En un subestudio del ensayo MRFIT (Multiple Risk Factor Intervention Trial)
que incluy6 12,866 hombres aparentemente sanos seguidos durante 17 anos, se
observd por primera vez una significativa asociacién entre concentraciones de
PCR y muerte por cardiopatia isquémica.®® Este subestudio incluyo las primeras

50 muertes por enfermedad coronaria en no fumadores y las primeras 100



muertes en fumadores, las primeras 35 muertes por infarto de miocardio en no
fumadores y las primeras 65 en fumadores y se compararon con testigos de
edades y tabaquismo semejantes. Se observd que los sujetos aparentemente
sanos y que no habian padecido eventos isquémicos tenian una concentracion
plasmatica de PCR de 2.0 mg/l, contra 2.7 mg/l en los que sobrevivieron a un
infarto de miocardio y 3.34 mg/l en los fallecidos, con una diferencia entre el
cuartilo mas alto y el mas bajo de 2.8 (1.4-5.4). En el Physicians” Health Study se
observé una relacioén significativa entre cifras de PCR y riesgo cardiovascular. 4
En este ensayo, 543 pacientes que tuvieron un evento cardiovascular durante el
seguimiento (EVC isquémico 6 hemorragico, trombosis venosa profunda, IM 6
muerte de causa cardiovascular) fueron comparados con 543 controles
aparentemente sanos de edades y habitos tabaquicos semejantes que no
padecieron eventos vasculares. Los miembros de ambos grupos fueron
previamente distribuidos de manera aleatoria para recibir acido acetil salicilico o
placebo. En los sujetos control aparentemente sanos que no sufrieron eventos la
PCR basal fue de 1.13 mg/l, mientras que en los que padecieron eventos
cardiovasculares alcanzé 1.40 mg/l (p<0.001). Los hombres en el cuartilo mas alto
tuvieron un riesgo relativo de sufrir IM 2.9 veces mayor que los que se
encontraban en el cuartilo mas bajo. El tratamiento con aspirina se asocié con
una significativa reduccion de eventos en los hombres en el cuartilo mas alto de
PCR (55.7% de reduccién de riesgo, p=0.02). En resumen, este estudio demostré
que la concentracion basal de PCR es un predictor de riesgo de EVC e IM, y que
el riesgo de tener un primer infarto de miocardio en pacientes tratados con aspirina
es directamente dependiente de los niveles basales de PCR. Resultados similares

se obtuvieron en el Honolulu Heart Program. °°!

Polimorfismo de genes inflamatorios
Dado que los factores de riesgo (FR) convencionales solo explican a lo
sumo la mitad de los casos, se han buscado nuevos factores etioldgicos en el
ambito de la genética molecular. Los polimorfismos de un sdélo nucleétido son

mutaciones del acido desoxirribonucleico (ADN), que pueden alterar la funcién de



la proteina codificada, son frecuentes y pueden ser un factor de riesgo genético
cuando el organismo se enfrenta a determinados factores ambientales (colesterol,
estrés, tabaco, etc.). Los avances recientes en la biologia molecular han
facilitado la deteccion de numerosos polimorfismos que pueden tener un efecto
patdgeno, y han hecho sugerir la hipotesis de que la suma de polimorfismos
desfavorables y un marco ambiental propicio puede facilitar la aparicion de la
ateroesclerosis y de la enfermedad coronaria en particular, enfermedad
tipicamente poligénica y multifactorial®®>".

Es bien sabido desde los afios sesenta que el infarto del miocardio (IM) y en
general toda la patologia ateroesclerosa, tienen un componente hereditario
importante. Asi se desprende de los numerosos estudios realizados en familias y

en gemelos,

que han descrito el riesgo de tener un hermano gemelo o un
pariente afectado de EC.

La identificacion de los genes responsables del aumento del riesgo, sin
embargo, ha sido un proceso lento y dificil, acelerado en la ultima década gracias
a los avances de la biotecnologia, que han facilitado la deteccion de los cambios

en la secuencia del ADN que pueden tener un efecto patégeno. °®

Asociacién entre polimorfismos de moléculas inflamatorias e infarto del
miocardio

Los polimorfismos hasta ahora estudiados y con los que se ha buscado
asociacién con la inflamacion o aterosclerosis son:

Interleucina 6 (IL-6)

La IL-6 ocupa un papel central en la génesis de la reaccion inflamatoria
sistémica y la respuesta de la fase aguda, pues es la unica citocina que puede
estimular la sintesis de todas las demas proteinas que intervienen en la respuesta
inflamatoria. Se ha descrito un polimorfismo en el promotor del gen (G/C -174)
de la IL-6, que disminuye la capacidad de produccion de IL-6 y puede amortiguar
la respuesta inflamatoria. Los niveles circulantes basales de IL-6 en el genotipo
CC son inferiores en un 50% a los del genotipo GG, y los estudios preliminares

demuestran que el riesgo de IM se reduce a la mitad (RR 0.54) Se ha



comprobado in vitro e in vivo que las variaciones de la produccion de IL-6 en
respuesta a los estimulos de LPS o IL-1 pueden dar origen a diferencias
importantes en la produccién de fibrinbgeno, de moléculas de adhesion del
endotelio o de la agregacion plaquetaria.®”!

Interleucina 1 (IL-1a)

También podria influir en la progresion de la aterosclerosis los
polimorfismos de la interleucina 1 (IL-1): el polimorfismo C/T —511 del gen de la IL-
101 y el polimorfismo del antagonista del receptor R-IL-1 (aR-IL-1).°® Se ha
descrito que los pacientes seropositivos a Chlamydia son mas propensos a
padecer IM si son portadores del genotipo IL-1 C/C y/o el alelo 2- o 3-repeat alelle
del aR-IL-1. Al parecer el efecto aterogénico de la infeccién sélo se manifestaria
en presencia de este polimorfismo, que confiere la susceptibilidad necesaria. Esto
podria explicar los resultados a veces conflictivos de los estudios sobre la

asociacion entre Chlamydia y la enfermedad coronaria. %

Polimorfismos del gen del receptor CD14
Otras lineas de investigacidon se centraron en el estudio de un polimorfismo
localizado en el promotor del gen que codifica para el receptor CD14. Este
receptor es una glicoproteina de 55kD de peso molecular, rica en leucina,

expresada por los monocitos y los macréfagos, 28 %960

que reconoce entre otros
ligandos al lipopolisacarido (LPS o endotoxina). ®? El reconocimiento de sus
ligandos, activa al macréfago, que ya activado produce TNFa, IL1, interleucinas 6
y 8 (IL6, IL8), interferon y (IFNy), factores de inhibicion de la migracién,
quimiocinas y especies reactivas del oxigeno. La proteina madura se encuentra
presente en dos isoformas, una membranal y otra soluble. Las células endoteliales
y los miocitos vasculares son activados a través de la forma soluble. ® Se ha
reportado un polimorfismo en el promotor del gen CD14 asociado con SICA, en
tres poblaciones: alemana, checa y japonesa localizado en el sitio -159pb. "l Este
polimorfismo se caracteriza por la sustitucion de una citosina por una timina, y el
genotipo homocigoto TT en las tres posiciones se asocié con IM. También se

describid un fenotipo asociado al genotipo TT, caracterizado por el aumento en la



expresion del receptor a nivel de la membrana de los monocitos. Recientemente
se demostrd que los monocitos con el genotipo homocigoto TT, retados con
concentraciones minimas de LPS, producian cantidades mayores de TNFa,
cuando se les compard con monocitos que poseian los genotipos CT y CC. ¢!

En poblacion mexicana recientemente se describid otro sitio polimoérfico en el
promotor del gen que codifica para el receptor CD14 localizado en la posicién -308
y donde también hay un cambio de citosina por timina. El alelo C y el genotipo
homocigoto TT se asociaron a IM en hombres mexicanos. Ademas se observo que
los varones sanos con genotipo homocigoto CC tenian aumento significativo de la
expresion de CD14 a nivel de membrana cuando se compararon con los sujetos
homocigotos TT. Estos datos sugieren que los sujetos con genotipo homocigoto
CC pudieran tener un estado proinflamatorio, por este motivo decidimos investigar
si existia diferencia en los niveles de PCR y los diferentes alelos y genotipos de
este nuevo sitio y de los ya descritos en una poblacién de sujetos mexicanos,

varones sanos.
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Objetivos
1. Determinar los niveles de PCR en sujetos varones mexicanos sanos
2. Caracterizar el sitio -308 y el sitio -159 del gen del receptor CD14 en
sujetos varones mexicanos sanos
3. Asociar los niveles de PCR con los diferentes genotipos y alelos

encontrados en esta poblacién de sujetos varones mexicanos sanos



Material y métodos
Poblacion de estudio

Los sujetos estudiados fueron reclutados de la Unidad Cardiovascular del
Hospital Regional 1ro de Octubre del ISSSTE, en México, D. F., previa aprobacion
del protocolo por el Comité de Etica del Hospital. Antes de iniciar el estudio se
obtuvo la firma de los pacientes en el consentimiento informado. A los pacientes
se les realiz6 una historia cardiovascular completa, con énfasis en antecedentes
familiares de diabetes mellitus, cardiopatia isquémica e hipertension arterial, asi
como antecedentes personales sobre diabetes mellitus, hipertension arterial,
dislipidemias, cardiopatia isquémica y tabaquismo. También se les realizé un
examen fisico completo que incluyd la medicién de la presion arterial, el pesoy la
talla. El indice de masa corporal se obtuvo al dividir el peso expresado en
kilogramos por el cuadrado de la talla en metros. A todos los pacientes se les tomé
una muestra de sangre de 20cc, la cual se utiliz6 para la determinacion de
glucemia de ayuno, colesterol total, colesterol de alta densidad (HDL-Col) y
triglicéridos, posterior a 12 horas de ayuno y bajo los procedimientos habituales de
laboratorio. El colesterol de baja densidad (LDL-Col) se obtuvo a partir de la
formula de Friedwald, ademas se tom6 mediante el suero de la misma muestra la
determinacion de PCR de alta sensibilidad (medicibn por anticuerpos
monoclonales)

Se incluyeron sujetos del género masculino, mayores de 18 afos de edad
sin enfermedad sistémica y sin factores de riesgo coronario, excluyéndose
aguellos que presentaran anormalidades en el perfil de lipidos o glucemia y a los
gue se les detecto hipertension arterial sistémica.

Analisis molecular y detecciéon de los polimorfismos

Se obtuvo el ADN genomico de las células mononucleares mediante un kit
comercial de BIO-RAD (catalogo 732-6340 USA). EI ADN obtenido se utiliz6 como
molde para la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), con los siguientes
iniciadores: 5-TTGGTGCCAACAGATGAGGTTCAC-
3,5 TTCTTTCCTACACAGCGGCACCC-3"%, Esta se llevo a cabo en un volumen
total de 25ul, que contenia: 100 a 200ng de ADN, 0.5 U Taq polimerasa



(Invitrogen), 0.5uM de cada iniciador, 200uM de cada dNTP (Roche), y 2 mM de
MgCl, (Invitrogen). El fragmento obtenido fue de 560pb, posteriormente se clono
este fragmento en un vector bluescript y se secuencid. Se observd que existian
dos sitios de reconocimiento para la enzima Hae lll, los descritos con anterioridad
en las posiciones -159 y -260, y un tercer sitio localizado a -315pb. Se decidio
utilizar tres juegos de iniciadores, * que permitieran el andlisis de cada uno de
estos sitios. Las condiciones de la PCR para todas las reacciones fueron: un ciclo
de desnaturalizacion a 95°C por 5 minutos; 40 ciclos que incluyeron 40 segundos
a 92.3°C, 35 segundos a 59.5°C y 50 segundos a 71.5°C. El paso final se prolongo
por 5 minutos. Se utilizé un termociclador BIO-RAD.
Expresion de CD14

Se determiné la densidad del receptor CD14 en los monocitos mediante
citometria de flujo con anticuerpos monoclonales especificos (Pharmigen), de
acuerdo al protocolo estandar. ®
Realizacion de PCR

Se realiz6 la medicibn para PCR mediante anticuerpos monoclonales
especificos contra PCR con determinacion  cuantitativa  mediante
inmunonefelometria utilizando el procesador tipo General Electric 240 C.
Andlisis Estadistico

Los datos fueron analizados mediante las técnicas habituales de la
estadistica descriptiva, para datos normalmente distribuidos. A todos los valores
numericos continuos, se les calculé el promedio y la desviacion estandar. En el
caso de estadistica inferencial para variables continuas se realiz6 comparacion de
medias a través de t pareada y para las variables discretas comparacion de
proporciones a través de xi cuadrada, considerando una significancia estadistica
con un valor de p menor de 0.05.



Resultados
Se estudiaron 50 hombres con una edad promedio de 37 afios (+- 5.2), sin
factores de riesgo cardiovascular, las caracteristicas generales de la poblacién se
muestran en la tabla 1. No se encontraron diferencias en cuanto a la
genotipificacion para los sitios —308 y —159 (-260) lo cual se muestra en la tabla 2.
Los sujetos con haplotipo C-308T tuvieron significativamente PCR mas alta que el

resto de los haplotipos encontrados (p=0.04) tabla 3.

Tabla 1. Caracteristicas somatométricas y de laboratorio de la poblacién

estudiada

Variables Media (DE)
Edad (afios) 37 (5.2)
indice de masa corporal (IMC) 22 (1.1)
Colesterol total (CT) 176 (30.0)
Colesterol HDL (C-HDL) 45 (8.5)
Colesterol LDL (C-LDL) 80 (11.0)
Triglicéridos (TG) 145 (32.0)
Proteina C Reactiva (PCR) 1.3 (3.0)

En la tabla 2 se observa los genotipos para los sitios -308 y -159/-260 en nuestra

poblacion.
Genotipos Sujetos (%)
cC 8 (16)
-308 CT 14 (28)
TT 7 (14)
cC 6 (12)
-159 CT 10 (20)
TT 5 (10)




En el cuadro 3 se observa la relacién entre los niveles promedio de PCR y los

diferentes haplotipos en nuestra poblacién.

PCR (mg/L) promedio

Haplotipos (DE)
-308 -159
C T 2.57 (4.63) 0.02
T T 0.53 (0.54) NS
T C 0.31 (0.00) NS
C C 0.31 (0.00) NS




Conclusiones

. El 20% de nuestra poblacion estudiada presentd niveles > 1mg/L
de proteina C reactiva

. Los sujetos con haplotipo C/T tuvieron niveles significativamente

mas altos de PCR



Discusion

El receptor CD14 es un importante mediador en la respuesta inflamatoria y
su expresion se encuentra bajo control genético, diversos estudios hasta la fecha
han mostrado la asociacion de polimorfismos de un solo nucleétido en el promotor
de este gen e infarto del miocardio en al menos dos poblaciones, una checa y otra
japonesa.’® Estudios recientes realizados en nuestro pais (comunicacién verbal)
describieron la presencia de otro sitio polimérfico localizado rio arriba del
previamente descrito que también se asocié con infarto del miocardio en una
poblacion masculina mexicana. El polimorfismo (C-159T) previamente descrito y el
encontrado en poblacion mexicana (T-308C) comparten el fenotipo de mayor
expresion del receptor CD14 de membrana. Estudios recientes han observado
asociacion entre los niveles de proteina C reactiva y diversos alelos, en uno de
ellos realizado en poblacién checa se observo que sujetos del género masculino
con el genotipo homocigoto TT para la posicion -159 tenian niveles mas altos de
PCR cuando se compararon con sujetos con genotipo CC para ese mismo sitio.®"
Otro estudio realizado en poblacion alemana, mostré que pacientes con genotipo
homocigoto TT para la posicion -260 tenian niveles méas elevados de CD14 soluble
(reactante de fase aguda) en comparacion con sujetos con los otros genotipos, y
esta elevacion se correlacion6 con niveles mas altos de PCR. Esta observacion no
fue hecha en los controles, sin embargo se observd una tendencia también en
este grupo. *®% En nuestro estudio caracterizamos los dos sitios polimérficos en
nuestros sujetos sanos (-308 y -159/-260), y de manera muy interesante
observamos que los sujetos con haplotipo C/T, que en la literatura se ha asociado
con infarto del miocardio, tenian los niveles mas elevados de proteina C reactiva
de forma significativa, cuando se les comparo con los otros haplotipos. Estos
sujetos ademas tenian aumento de CD14 a nivel de membrana (datos no
mostrados). Estos resultados sugieren que los individuos portadores de los alelos
asociados a infarto del miocardio (C-308 y T-159/-260) pudieran tener un estado
proinflamatorio motivado por una hiperactividad de monocitos mediada por CD14
que unido a TLR4 se sabe que es capaza a través de multiples vias de activar al

factor NFkB que a su vez es el responsable de la amplificacion de la respuesta



inflamatoria mediante la activacién de genes como el de TNFa e IL6, esta a su vez
actuando sobre el hepatocito es la responsable directa de la produccién de PCR.

Es igualmente interesante notar que el 20% de nuestra poblacion tuvo
niveles aumentados de PCR (> 1mg/l) ya que diversos estudios han mostrado que
para otras poblaciones estos porcentajes se encuentran alrededor del 10%. *? Es
importante recalcar que los individuos que participaron en este estudio se
encontraban clinicamente libres de procesos infecciosos, aunque no es posible
descartar procesos infecciosos subclinicos, que podrian haber motivado el
aumento de PCR. Sin embargo, algunos estudios realizados en poblacién
mexicana de la Ciudad de México, parecida a la de nuestro estudio, han mostrado
datos similares, sugiriendo que individuos mexicanos citadinos pudieran estar
inflamados de forma crénica. [*%

Algunas de las limitaciones de este estudio son el tamafio pequefio de la
muestra, sin embargo las observaciones realizadas en cuanto a la asociacion con
infarto del miocardio en poblacion mexicana fueron realizadas con sujetos muy
similares que compartian la misma area geografica. Este estudio sienta pues las
bases para el desarrollo de investigaciones mas grandes que involucren un
tamafo de muestra mayor y que investiguen los mecanismos moleculares que se
encuentran detras de estos fendmenos, ya que el concepto de la variabilidad
genética individual desempefia un papel determinante en el riesgo coronario, y
resulta muy atractivo, sobre todo si se tiene en cuenta que los factores de riesgo
convencionales solo justifican del 30 al 50%°* de los casos de enfermedad

coronaria.
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