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RESUMEN.

Antecedentes: El sindrome isquémico coronario agudo es causado
por la ruptura o erosion de la placa ateromatosa con la subsecuente
formacion de trombos. Se tiene evidencia de que el proceso
inflamatorio junto con la dislipidemia tiene un papel fundamental en
la progresion de la placa ateroesclerotica. Varios estudios han
demostrado que las citocinas pro-inflamatorias tiene un papel clave
en la formacion de la placa ateroesclerotica y el desarrollo de algun
evento isquémico coronario agudo. Por otro lado, las citocinas anti-
inflamatorias producidas por varios tipos celulares, especialmente por
macroéfagos tiene un papel fundamental en la inhibiciéon de la sintesis
de citocinas pro-inflamatorias e inhibicién de la formacion de la placa
ateromatosa.

Objetivo: Determinar el papel que tienen los sitios polimorficos de
las citocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias mas importantes
(IL-1, IL-6, TNF-a, INF-y, IL-10 y TGF-B) en la susceptibilidad
genética al desarrollo y/o resistencia al sindrome isquémico coronario
agudo en la poblacién mexicana.

Material y Métodos: Se estudiaron 336 individuos con sindrome
isquémico coronario agudo Yy 248 individuos control. Los
polimorfismos (IL-1B-511T>C, IL-1F10.3T>C, IL-1RN.4T>C, IL-
1RN.6/1C>T, IL-1RN.6/2C>G, IL-1RN VNTR, TNF-a-238A>G y TNF-a-
308T2>T1, IL-10-592C>A, IL-10-819C=>T, IL10-1082 A>G, TGF-f-

509T>C, TGF-f T29C, IL-6-1426 G>T, IL-6-572 C>G, INF-y-155



G>A, INF-y-179 T>G) se determinaron usando ensayos TagMan 5’
exonucleasa y se analizaron en un equipo de PCR en tiempo real. Se
estableci6 que los genotipos estuvieran en equilibrio de Hardy-
Weinberg por medio de la prueba de chi-cuadrada. La distribucion de
los genotipos en los dos grupos de estudio se evaludé por medio de la
prueba de chi-cuadrada y exacta de Fishers. El riesgo relativo se
evalu6 como razén de momios (RM) por el método de Woolf. La
construccion y analisis de haplotipos se realiz6 con el programa
Haploview version 4.1.

Resultados: El grupo de pacientes con sindrome isquémico coronario
agudo presentd incremento en las frecuencias del alelo “T” y genotipo
“TT” del polimorfismo IL-1RN4T>C al comparar con el grupo control
(pC=0.002, RM=1.58 Y pC=0.002, RM=1.79, respectivamente). Asi
mismo, el polimorfismo IL-1RN6/1C>T mostré incremento del alelo
“T” y genotipo “TC” al comparar con los controles (pC=0.002,
RM=1.65) y (pC=0.00024, RM=2.22) respectivamente. Por otro lado,
en el polimorfismo IL-1RN6/2C>G se observa incremento del alelo
“C” y genotipo “CC” en pacientes al comparar con controles (pC=107°,
RM=1.99) y (pC=10"°, MR=2.21) respectivamente. El analisis del
polimorfismo IL-1RN-VNTR presenté incremento del alelo “1” y del
genotipo “1, 1” en pacientes al comparar con los controles
(pC=0.003, RM=1.47) y (pC=0.001, RM=1.74) respectivamente. La
distribucion de los sitios polimorficos del gen IL-10 (-592C>A, -

819T>C y -1082 A>G) fue muy similar en los pacientes y controles.



Sin embargo, al analiazar los haplotipos del gen IL-10 se observa
incremento del haplotipo “ACA” compuesto por los alelos -592 A, -
819 C y -1082 A en pacientes al compararse con los controles
(p=2x10"*, RM=1.66). El analisis del polimorfismo TGF-B-509T/C
mosto incremento del alelo “T” (pC=0.04, RM=1.23) en pacientes.
Por otro lado, el polimorfismo TGF-f T29C mostré incremento del
alelo “T” (pC=10"", RM=1.79) y genotipo TT (pC=10"', RM=3.27) en
pacientes al comparar con el grupo control. El grupo de pacientes
mostré incremento en de los haplotipos “TC” y “TT” (pC=0.009,
RM=1.30 y pC=4x10*?, OR=5.66, respectivamente) al comparase
con los individuos control. La distribucién de los polimorfismos INF-y-
155A>G, INF-y-179T>G, TNF-a-238A>G y TNFa-308T2>T1 fue
similar en pacientes y controles. Sin embargo, cuando se analizan el
polimorfismo de la IL-6 se observa incremento en el genotipo “CG”
del polimorfismos IL-6 -572 (pC=0.03, RM=1.53) cuando se
compararon con los individuos control.

Conclusiones: Los datos obtenidos sugieren que los polimorfismos
del antagonista del receptor de IL-1, la IL-10, TGF-B e IL-6 se
asociacion con la susceptibilidad a desarrollar el sindrome isquémico

coronario agudo en la poblacion mexicana.



ABSTRACT

Background. The acute coronary syndrome (ACS) is caused by
rupture or erosion of the plaque atherosclerotic with the subsequent
formation of thrombus. There is evidence that the inflammatory
process together dyslipidemia plays an important role in the
progression of plaque atherosclerotic. Several studies showed that
pro-inflammatory cytokines plays a key role in the formation of the
plaque atherosclerotic and development of acute coronary syndrome.
On the other hand, the anti-inflammatory cytokines produced by
several cells types, especially by macrophages plays an important
role in inhibiting the synthesis of pro-inflammatory cytokines and
inhibition of the plaque atherosclerotic.

Objetive. The aim of the present study was to evaluate the role of
pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines (IL-1, IL-6, TNF-a,
INF-y, IL-10 y TGF-B) gene polymorphisms as susceptibility markers
for coronary acute syndromes in Mexican population.

Methods: The study included 336 Mexican Mestizo patients with
acute coronary syndrome and 248 healthy controls. The (IL-1B-
511T=C, IL-1F10.3T=C, IL-1RN.4T>C, IL-1RN.6/1C>T, IL-
1RN.6/2C>G, IL-1RN VNTR, TNF-a-238A>G y TNF-a-308T2>T1, IL-
10-592C>A, IL-10-819C>T, I1L10-1082 A>G, TGF-B-509T>C, TGF-f3
T29C, IL-6-1426 G=>T IL-6-572 C>=G, INF-y-155 G=>A, INF-y-179
T>G) polymorphisms were genotyped using 5 exonuclease TagMan

genotyping assays in a PCR real-time system according to the



manufacturer’s instructions. The Hardy-Weinberg equilibrium was
evaluated by chi-square test. Differences in genotyping distribution
were assessed by X? analysis of the relevant 2x2 contingency table or
Fisher's exact test as appropriate. Odds radios (OR) with 95%
confidence intervals (Cl) were estimated by method Woolf. Pairwise
linkage disequilibrium estimations between polymorphisms and
haplotype reconstruction were performed with Haploview version 4.1.
Results: Patients with acute coronary syndrome presented increased
frequencies of “T” allele and “TT” genotype of the IL-1RN4T/C
polymorphism (pC=0.002, OR=1.58 and pC=0.002, OR=1.79,
respectively) when compared healthy controls. The IL-1RN6/1C>T
polymorphism showed increased of “C” allele and “TC” genotype
(pC=0.002, OR=1.65 and pC=0.00024, OR=2.22, respectively) when
compared healthy controls. The IL-1RN6/2C>G polymorphism
showed increased of “C” allele and “CC” genotype in ACS patients
when compared controls (pC=10"°, OR=1.99 and pC=10"°, OR=2.21,
respectively). In addition, the IL-1 RN VNTR polymorphisms
presented increased “1” allele and “1, 1” genotype in ACS patients
when compared healthy controls (p=0.003, OR=1.47 and p=0.001,
OR=1.74, respectively). On the other hand, the “T1TC” haplotype
(includes the four IL-1RN gene polymorphisms) was increased in
patients with ACS when compared to healthy controls (p=8x10",
OR=1.69). The distribution of the IL-10 (IL-10-592C>A, IL-10-

819C>T and 1IL-10-1082 A>G) polymorphisms showed similar



distribution of the frequencies in patients and healthy controls.
However, the analysis of haplotypes of the IL-10 polymorphisms
showed one haplotype “ACA” composed of alleles (-592 A, -819 C vy -
1082 A) with highest risk in patients when compared controls
(OR=1.66, p=2x10%). The analysis of TGF-B-509T>C polymorphism
showed increased of “T” allele (pC=0.04, OR=1.23) in ACS patients.
On the other hand, the analysis of TGF-B T29C showed increased of
“T” allele (pC=10", OR=1.79) and “TT” genotype (pC=107,
OR=3.27) in patients when compared healthy controls. Also, the
patients showed increased of the “TC” and “TT” haplotypes
(pC=0.009, OR=1.30 and pC=4x10"'?, OR=5.66, respectively) when
compared healthy controls. Distribution of INF-y-155A>G, INF-y-
179T>G, TNF-a-238A>G and TNF-a-308T2>T1 polymorphism’s was
similar in patients and healthy controls. However, important
differences were observed when the IL-6 polymorphisms were
analyzed. Patients with ACS presented increased frequencies of IL-6 -
572 “GC” genotype (pC=0.033, OR=1.53) when compared healthy
controls.

Conclusions: The dates obtained suggest that the IL-10, TGF-$, IL-6
and antagonist receptor of the IL-1 polymorphisms are associated
with development acute coronary syndrome in the Mexican

population.
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I. INTRODUCCION.

1.1 Descripcion del sindrome isquémico coronario agudo.

El sindrome isquémico coronario agudo se caracteriza por un
espectro de enfermedades arteriales, que incluyen la angina inestable
y el infarto agudo del miocardio con y sin elevacion del segmento ST
en un electrocardiograma. La sintomatologia del sindrome isquémico
coronario agudo es muy caracteristica y no empata con algun otro
tipo de afeccion cardiaca, se presenta con dolor de pecho nauseas,
vomito, disnea, diaforesis y ligero dolor de cabeza. Una caracteristica
importante del sindrome isquémico coronario agudo es la presencia
de marcadores bioquimicos elevados en suero como la creatinin
fosfoquinasa y la troponina 1'y 11 *3.

El infarto agudo del miocardio es un sindrome isquémico coronario
agudo, en el cual invariablemente existe una interrupcion abrupta y
subita del flujo arterial coronario, generalmente relacionada con
fendmenos trombdticos agudos asociados con lesiones coronarias por
placas de ateroesclerosis. De acuerdo al tiempo de duracién de la
obstruccién trombdtica y a la perdida de irrigacibn miocardica se
desencadenara una serie de alteraciones. Estas alteraciones se
observaran inicialmente a nivel de los miocitos, y promoveran un
franco deterioro con desastrosas consecuencias a hnivel de la
anatomia regional y parietal cardiaca con desarreglos hemodinamicos

4,5

e interacciones compensadoras a nivel neurohormonal La

situacibn en que se presenta la angina inestable no parece
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relacionada con un mayor trabajo cardiaco. Es decir, la isquémia
miocardica no parece justificarse por un mayor consumo miocardico
de oxigeno y, por lo tanto, la causa es una disminucion aguda del

flujo sanguineo coronario®’. (Figura 1ay 1b).

a) b) c) d)

Normal b, c y d) De 0-12h se presentan la elevacién del segmento ST.

Figura la. Representacion de un electrocardiograma y sus fases en
el sindrome isquémico coronario agudo. Tomado de Wang K. Atlas
of electrocardiography.

Descripcion.

Dx en progreso Sindrome Coronatio Agudo

7 ™\

Elevacion del ST

Presentacion

Sin elevacion del ST

‘ 4 X ‘
Marcadores
Infarto del Miocardio

Bioquimicos

Diagnéstico Final Angina Inestable IMSQ IMQw

Figura 1b. Representa el diagnostico por etapas y sintomatologia del
sindrome isquémico coronario agudo.

La angiografia coronaria permite reconocer las lesiones responsables
de la isquémia miocardica pero es necesario visualizar la pared

arterial mas que la luz vascular para poder reconocer las lesiones
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precoces y las placas vulnerables no estenosantes. De este modo,
técnicas disponibles como la ecocardiografia intravascular y la
angioscopia pueden revelar aspectos de la placa que no son
valorables por coronariografia. Asi mismo, la resonancia magnética
nuclear permitird en un futuro no lejano un estudio fisiolégico in vivo
de las lesiones coronarias. Incluso una simple muestra de sangre
permite determinar la existencia de signos de inflamacion sistémica y
activacion de células endoteliales, leucocitos, plaquetas, coagulaciéon
y fibrindlisis que pueden resultar duatiles para diferenciar entre
aterosclerosis estable y progresiva®®.

La rotura de la placa va seguida de una hemorragia intralesional a
través de su superficie rota y una trombosis intraluminal que da lugar
a un crecimiento rapido de ésta, lo que da lugar a la progresion
brusca de la lesién coronaria'®. Otro mecanismo que podria contribuir
a esta progresion aguda podria ser la proliferacion acelerada de
células musculares lisas y el aumento de matriz, consecuencia de
mecanismos inflamatorios superficiales, denudacion endotelial,
adherencia y degranulaciéon de las plaguetas y factores de crecimiento
sanguineos*2.

La presencia clinica y el resultado depende de la intensidad y la
duracion de la isquemia. Asi, un trombo no oclusivo u oclusivo da
forma generalmente a la angina inestable y al infarto agudo del

miocardio®°. La lesién responsable del paro cardiaco extrahospitalario

13



y de la muerte subita es a menudo similar a la de la angina
inestable!®4,

El sindrome isquémico coronario agudo es por tanto consecuencia de
un desequilibrio entre el aporte y la demanda de oxigeno a nivel del
miocardio y se suele producir por una reduccién aguda o subaguda de
dicho aporte debido a la disrupcion de una placa arteriosclerdtica
asociada a fendmenos inflamatorios, trombosis, vasoconstriccion y

1516 No obstante existen otras causas como la

microembolizacion
hipertension arterial sistémica, hipertension pulmonar primaria,
arteritis, endocarditis, trombocitosis, anomalias congénitas, alteracion
de Ila relacibn aporte-demanda de oxigeno, sexo masculino,
tabaquismo, hipercolesterolemia (niveles elevados de LDL), diabetes

mellitus, obesidad, entre otras, capaces de desencadenar un evento

isquémico coronario (Figura 2).
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Figura 2. Representa los eventos importantes que se dan durante un sindrome
isquémico coronario agudo.

La teoria de la formacion de la placa ateromatosa que conlleva al
proceso coronario agudo propone que éste inicia en las células
endoteliales por parte de una serie de factores que conducen a la
pérdida de su funcibn homeostatica, desencadenando los fenGmenos
inflamatorios caracteristicos del sindrome isquémico coronario agudo.
En aquellos segmentos arteriales coronarios sometidos a flujo
turbulento se producen fendmenos que desencadenan la formacion

de la placa ateromatosa. Esta teoria se enfoca en la existencia de una

15



mayor permeabilidad al paso de lipoproteinas de baja densidad (LDL)
modificadas (mediante fendmenos de oxidacion, glicosilacion y unién
a proteoglicanos). Ademas, como respuesta al aumento del estrés
parietal, se modifica la actividad de los promotores de diversos genes
en las células de la pared endotelial, dando lugar a un incremento de
la produccion de proteinas como la molécula de interaccion celular
1'", moléculas de adhesién celular, la cadena B del factor de
crecimiento plaquetario’®, el factor tisular, las selectinas y las
integrinas, que facilitan los fendmenos de adhesion celular (linfocitos

T, monocitos) al endotelio'®?°?? (Figura 3).

Figura 3. Representa el inicio de la formacién de placa
ateromatosa que conlleva al desarrollo del SICA. Tomada de
Nagewara R et al. 2005 Arter Thromb Vasc Biol.

Una vez que los monocitos se instalan en el espacio subendotelial se
transforman en macréfagos y comienza la fagocitosis de lipidos

(principalmente LDL oxidadas) a través de unos receptores de

16



superficie denominados “scanvengers”, convirtiendose en célula
espumosa®>?*. El sustrato histolégico de este proceso es la formacion
de la estria grasa (constituida por células espumosas, linfocitos T y
células musculares lisas). La captacion de lipidos por el macrofago
(en un intento de minimizar el dafio de la LDL oxidada sobre las
células endoteliales y musculares lisas), constituye el paso inicial del
proceso inflamatorio. Los macrofagos actuan como células
presentadoras de antigeno y secretan citocinas, quimiocinas vy
moléculas estimulantes del crecimiento como el TGF-beta,
metaloproteasas y otras hidrolasas, pero también LDL oxidada vy
aniones superoxido que pueden lesionar las células endoteliales

vecinas, perpetuando la lesion endotelial.

El factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y la
angiotensina Il estimulan la mitosis de las células musculares lisas,
favoreciendo la formaciéon de tejido fibroso, dando lugar a la
formacién de una lesion fibromuscular proliferativa a nivel del espacio
subendotelial®?°. Como consecuencia de este proceso la estria grasa
evoluciona a placa ateroesclerodtica constituida por una cubierta de

tejido fibromuscular y el ndcleo de material necrético (Figura 4).
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Monocito

Sintesis de adhesinas Citocinas

Endotelio vascular

Oxidaciéon
—

\

— —

Célula espumosa

Musculo liso

Figura 4. Representacion grafica de los eventos (migracion, adhesion y
rodamiento del monocito al espacio subendotelial) que anteceden en el
proceso de la formacion de la placa ateromatosa.

La placa ateromatosa, constituida por células espumosas, recubiertas
por células de mdasculo liso, fibrinogeno, colagena, entre otras
moléculas, conduce a la agregaciéon de plaquetas, y produce un
trombo mural; asi mismo se sintetiza tromboxano A2 (con gran
actividad vasoconstrictora y proagregante) y leucotrienos,
amplificando la respuesta inflamatoria de la placa que trae como
resultado el desarrollo del sindrome isquémico coronario agudo?®’2°.
Por otro lado, la accion de las metaloproteasas y otras enzimas
hidroliticas da lugar a que se produzcan fendmenos hemorragicos y
adelgazamiento de la capa fibrosa. Como consecuencia la placa puede
fracturarse, dando lugar a la formaciéon de un trombo, lo cual se

relaciona con eventos tempranos de una isquémia coronaria®®t.

(Fig 4)
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En conclusion la placa ateromatosa se inicia por la aparicion de
disfuncion endotelial en parte relacionada con la adhesién de LDL
modificadas. La alteracion endotelial da lugar a un desequilibrio entre
sustancias procoagulantes y anticoagulantes, asi como un incremento
de la sintesis de sustancias vasoactivas, citocinas y factores de
crecimiento que desencadenan una respuesta inflamatoria que trata
de evitar la accién nociva de los iniciadores sobre la pared arterial® *.
Si los factores iniciadores no son neutralizados, la reaccion
inflamatoria persiste de forma indefinida, estimulando la migracion y
proliferacion de células musculares lisas, conduciendo a un
engrosamiento de la pared arterial. La activacion de estas células
conduce a la liberacion de enzimas hidroliticas, citocinas y factores de
crecimiento que conllevan a un mayor dafio sobre la pared vascular®
’. Se suceden ciclos de acumulacién de células mononucleares,
migracion y proliferacion de células musculares lisas y formacion de
tejido fibroso, que conduce al crecimiento y reestructuracion de la
lesién, apareciendo un acumulo de lipidos y células necroéticas. El
resultado de este proceso da lugar, como consecuencia del acumulo
de lipidos, a una placa mas vulnerable, con tendencia a la ruptura y
al desarrollo de trombosis intraluminal, que conlleva a la isquemia
arterial aguda. Por otro lado, como resultado del crecimiento de la
placa, se agota la capacidad de remodelacién arterial, apareciendo
obstruccion al flujo sanguineo de forma progresiva, lo que provoca un

infrarto agudo del miocardio y una angina insetable® ”%1°,

19



1.2. Epidemiologia.

En los ultimos diez afios el sindrome isquémico coronario agudo
ha constituido la causa de hasta el 29% de los fallecimientos en los
paises industrializados®?, lo que la convierte en la principal causa de
muerte y probablemente en el afio 2020 seguird siéndolo®*3*. Es
responsable de mas del 45% de los fallecimientos en mayores de 65
afios y del 70% en mayores de 75 afios®>. El SICA es la primera causa
de muerte en varones mayores de 45 afios y en mujeres mayores de 65
afios®®. En Estados Unidos la tercera parte de los varones desarrollan
algun tipo de enfermedad cardiovascular antes de alcanzar los 60 afios,
siendo el SICA el mas frecuente. El estudio Frammingham proporciond
datos que permitieron estimaciones fiables de la morbimortalidad
cardiovascular tras el seguimiento durante 36 afios de una muestra
poblacional de 5209 individuos de 35 a 94 afnos. Sus resultados indican
que la incidencia media anual de las enfermedades cardiovasculares van
desde el 0.5% en hombres entre los 35 y 44 afos hasta el 5.9% en los
de edades comprendidas entre 85 y 94 afios®’. Datos obtenidos del
INEGI®® en México posicionan a las enfermedades cardiovasculares
como la primera causa de mortalidad con un 17% de prevalencia,
siendo mas frecuentes en los hombres de edades comprendidas entre
30 y 55 afos de edad en comparacion con las mujeres que presentan un
14% de prevalencia, con una edad que oscila entre los 40 a 60 afios de
edad. Por otro lado, estudios en paises como Espafia que se encuentra

en el continente europeo, también ha mostrado un elevado niumero de
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pacientes que ingresan a centros hospitalarios con algun padecimiento
isquémico coronario agudo, con una prevalencia de 55%, tal vez la mas
alta en el mundo convirtiéndose en la primera causa de muerte en ese
pais®®. Considerando la informacién proporcionada la enfermedad
arterial coronaria, asi como el sindrome isquémico coronario agudo en
un futuro no muy lejano se convertiran ya en enfermedades que seran
la primera causa de muerte en el mundo, aunado a los factores de
riesgo como la dieta, los ambientales, los genéticos, y los bioquimicos

que pudieran desencadenar algun evento coronario agudo.

1.3. Fisiopatogenia del sindrome isquémico coronario
agudo.
1.3.1. Migracion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL).
Estudios en animales y humanos ha demostrado que la
hipercolesterolemia compuesta en su mayoria por LDL, causa una
activacion focal en el endotelio y espacio subendotelial de las arterias
coronarias. Esta provoca la infiltracion y retencion de LDLs en la
intima arterial que inicia una respuesta inflamatoria en la pared

arterial®®48

. Es conocido que pacientes con valores < de 200 mg/di
desarrollan eventos coronarios agudos, y que otros con colesterol
total > 300 mg/dl no presentan evidencia de enfermedad coronaria
hasta edades avanzadas. Asi mismo, se sabe que la LDL tiene una

intima relacion en el desarrollo de la placa ateromatosa. También se

ha visto que en pacientes con igual grado de concentracion de
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hipercolesterolemia y valores de LDL, presentan diferente evolucion
clinica, convirtiéndose la hipercolesterolemia en el punto clave en un
evento coronario agudo. La internalizacibn y acumulaciéon
intravascular del colesterol, LDLs y ésteres de colesterol depende
probablemente de dos mecanismos, uno activo dependiente de
receptores especificos en el endotelio y otro pasivo de receptores
independientes, presumiblemente cuando el dafio endotelial es mas
avanzado® 38 E| endotelio juega un papel critico en el proceso de
oxidacion de LDL, asi como las células de mdusculo liso y la matriz
extracelular. En este proceso pueden oxidarse tanto proteinas como
lipidos y existen distintos grados de oxidacion de LDL, por lo que no
se constituye una unica particula de LDL oxidada (LDLox), sino que
existe un amplio espectro de LDL oxidadas, en distintas etapas de
oxidacién***8. Basicamente primero se oxidan los lipidos con pocos
cambios en la apo-B y luego comienzan a oxidarse las proteinas en
forma gradual, paso necesario para que las LDLox puedan ser
reconocidas por los receptores del monocito/macrofago. Los
diferentes grados de oxidacion de LDL conllevan diferentes
actividades bioldgicas, por ejemplo la LDL minimamente oxidada
estimula la produccién de factor tisular; en cambio la LDLox es
citotéxica. Por lo tanto a medida que aumenta el grado de oxidaciéon
de LDL, disminuye su capacidad para inducir mediadores de

inflamacién y aumenta su capacidad téxica sobre la celula®®*3.
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La LDLox altera la actividad de la 6xido nitrico sintetasa (NOS), por lo
tanto provoca una disminucién de la produccién de 6xido nitrico (NO)
un importante vasodilatador que disminuye la expresion de VCAM-1,
ICAM-1 y MCP-1, ademéas de mantener el tono vascular adecuado®’;
por otro lado, el anion superéxido (0O2-) aumentado en la
hipercolesterolemia, produce una inactivacion oxidativa del ON
produciendo un potente peroxi-nitrito (ONOO-), que a bajas
concentraciones puede tener igual efecto que el NO; pero en elevadas
concentraciones es toxico para las células endoteliales, provocando

una disfuncion endotelial®®*®

. Asi mismo, la LDLox puede activar
también al factor nuclear de trascripcion NFkB estimulando Ila
produccion de la proteina quimioatrayente de monocitos-1 (MCP-1) y
al factor estimulador de colonias de macrofagos (MCSF). La
lisofosfatidil colina que se encuentra en las LDL induce la expresion
de moléculas de adhesion vascular-1 (-VCAM-1), moléculas de
adhesion intracelular-1 (ICAM-1) y E- y P- selectinas entre otras que
se exponen en el endotelio, que participan en la adhesion,
rodamiento y migracion del monocito hacia el espacio
subendotelial*®*°.

1.3.2 La matriz extracelular y el proceso oxidativo.

(Retencidon y Oxidacion de LDL’s).

Retencion. La teoria de que las lipoproteinas entran y se acumulan

50,51

en la arteria se ha estudiado por décadas . El fenbmeno de la

infiltracibn comprende dos factores que confieren acumulacion y
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retencion de las liporoteinas en la matriz extracelular, el primero es la
hiperlipidemia, es decir elevadas concentraciones de lipoproteinas en
plasma conllevan a una mayor infiltracion hacia la pared arterial. El
segundo y tal vez mas importante involucra a la matiz extracelular, y
sugiere que anomalias en la matriz permiten una gran retencién de
particulas que contienen lipidos. Es decir, la teoria sugiere que los
lipidos son convertidos a formas inflamatorias que conducen a las
células blancas a reaccionar con éstas en la pared arterial. Page®® y
colaboradores sugieren que el fendmeno consiste en la infiltracion de
lipoproteinas en la pared arterial, que son alteradas a formas toxicas
qgue promueven una respuesta inflamatoria®. La matriz extracelular
estd compuesta por colageno, elastina, proteoglicanos, y proteinas
como la fibronectina, laminina y tenascina. La matriz extracelular se
extiende de la membrana basal de las células del endotelio a la intima
media interna del vaso, formando un continuo contacto con la regiéon

5051 Dentro de la matriz

pericelular de las células de musculo liso
extracelular los proteoglicanos se distribuyen en dos formas: los
proteoglicanos que se encuentran en el ambiente pericelular que
estan anclados a la membrana plasmatica de la células, mientras que
otros son secretados por células que son parte del espacio
extracelular que usualmente no se conectan fisicamente con otras
células de Ila matriz. Los proteoglicanos son macromoléculas

compuestas por un grupo complejo de proteinas lineares y de largas

cadenas de carbohidratos, llamados glicosaminoglicanos (GAGS).
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Estos son de distintos tipos: el condroitin sulfato (CS), dermatan
sulfato (DS), heparan sulfato (HS), keratan sulfato y la hialurona.
Varias clases de CS y DS son fundamentales en la arteria, e incluyen
también al versican y decorin, dos pequefos proteoglicanos ricos en
leucina contenidos en DS y CS respectivamente®*®°. El HS contiene
proteoglicanos como el sindican y glipican, que son asociados con la
membrana celular de las células de musculo liso y células
endoteliales, componentes importantes de la pared arterial >%:>1:°%°°,
Las células que regulan la producciéon de los proteoglicanos dentro de
la arteria son las células de musculo liso, células endoteliales y los
macroéfagos responsables de la sintesis de los proteoglicanos en la
pared arterial®®®°. La asociacién de la LDL con los proteoglicanos fue

6162 an los afios sesenta,

estudiada por Ghero y Bihara-Varga
demostraron que los mucopolisacaridos de las arterias se unen a la
beta lipoproteina formando una asociacion compleja donde también
participan otras macromoléculas como el fibrinégeno®3. Estudios mas
recientes han demostrado que las VLDL y las LDL interaccionan con
los proteglicanos DS, HS y CS, a diferencia de las HDL’s ®%*. Las
interacciones observadas fueron interpretadas como una union idnica
de grupos amino cargados positivamente en la apoB y grupos de

GAGs cargados negativamente® %,

La region responsable de esta
interaccion entre los proteoglicanos y la LDL es la subunidad
apoB100, en la cual se identificaron 8 aminoéacidos agrupados

cargados positivamente °®"'. Estos 8 aminoéacidos (arginina y lisina)
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se identificaron en el sitio B (residuo 3359 a 3369) de la subunidad
apoB100 y se observd que interaccionan con proteoglicanos (CS/DS).
Por otro lado, Flood y colaboradores;®*®® mostraron que los
proteoglicanos también interaccionan con la subunidad apoB48 (B-Ib
en el residuo 84 a 94) localizado en el amino terminal de la apo B

L%7. Otros estudios hacen referencia a interacciones

contenida en la LD
con otros elementos de la matriz extracelular que participan en la
retencion y acumulo de las LDLs (colageno, elastina). Se ha
demostrado in vitro que la coldgena | y Ill interaccionan con LDL
nativas; también se observo que la LDLox presenta una mayor
afinidad por la colagena que la LDL nativa®®®3. Por su parte, estudios
in vitro de arterias ateroesclerdticas versus arterias normales
demostraron gue la elastina tiene una alta afinidad por la LDLox y/o0
nativa®®. Dadas estas observaciones, la elevada concentracién de LDL
en plasma y las interacciones de la LDL con la matriz extracelular,
conllevan a la retencibn y acumulacion de LDLs y al desarrollo
temprano de la placa ateromatosa.

Proceso oxidativo. Las células endoteliales, células de musculo liso
y macrofagos, entre otras fuentes importantes de especies reactivas
de oxigeno (ROS) como el superdoxido (O7) juegan un papel
importante en la modificacion oxidativa de la LDL a LDLox.

Un evento importante para que se inicie la formacion de la placa

ateromatosa es el transporte de las LDLox a través del endotelio

hacia la pared arterial’?>. Como en parrafos anteriores se mencioné la
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LDLox desencadena una inflamacion aguda en la cual hay activacion
de moléculas pro- y antiinflamatorias que conllevan a un evento
isquémico coronario agudo. El oxigeno es una molécula abundante en
los organismos bioldgicos, que a pesar de ser un radical, reacciona
con moderacion por los dos electrones desapareados que presenta. El
oxigeno molecular dentro del organismo sufre una reduccion
univalente a forma (O,) por medio de enzimas como la NADPH,
NADH y xantin oxidasa. No enzimaticamente, el oxigeno también
puede convertirse a superdoxido por la reaccibn con compuestos de
actividad redox semejantes a la semiubiquinona en la cadena de

72:76  por otro lado, la

transporte de electrones en la mitocondria
superoxido dismutasa (SOD) a partir del anion O, produce peroéxido
de hidrégeno (H202), que puede reaccionar con otros radicales como
la transicion del metal Fe®* a Fe** que produce grupos hidroxilo (OH")
altamente reactivos; esto es conocido como la reaccion de Fenton.

Ademas, durante el proceso de fagocitosis es secretada una hemo
proteina que amplifica el potencial oxidativo del H;O, ya que
interacciona con el CI" en condiciones fisioldgicas formando hipoclorito
(HOCI), que interacciona con la molécula de O, produciendo
radicales (OH") "®"°. Asi mismo, el complejo NADPH oxidasa, tal vez
la mayor fuente de O™, después del transporte de electrones en la
mitocondria, tiene un papel importante en la vasculatura de las

arterias. El complejo NADPH oxidasa esta compuesto por subunidades

que se encuentran en la membrana de las células endoteliales,
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fibroblastos y células de musculo liso vascular. Esta compuesto por
enzimas de la familia Nox (1, 2 y 4), asi mismo también por p47phox,
p67phox y proteinas G racl y rac28°®2. Estudios de cultivo celular y
en modelos animales provén evidencia del papel critico de la NADPH
oxidasa en el proceso ateroesclerdtico debido a que este complejo
aumenta la concentracion de O, Durante la formacion de la placa
ateromatosa, el complejo NADPH oxidasa y la produccion de O™, son
incrementados en células vasculares y endoteliales por un nimero de
agonistas (la angiotensina Il, trombina, PDGF y el factor de necrosis
tumoral-alfa) asociados con la patogenia. Ademas, estudios en
conejos con hipercolesterolemia propensos a desarrollar un evento
isquémico coronario agudo, mostraron que el receptor de la
angitensina-1 (AT1) se expresa mas en el endotelio e incrementa la
produccion de O™, que se asocia con la disfuncion endotelial. Otro
estudio mostré que inhibiendo el receptor AT1 con un antagonista, se
inhibe el complejo oxidasa y se reduce la aparicion temprana de la
placa ateromatosa, sugiriendo que el estrés oxidativo juega un papel
importante en algin evento isquémico coronario agudo®®°.
Recientemente, Azzumi y colaboradores®® reportaron que en placas
ateromatosas de humano, la produccion de ROS y LDLox son
especialmente asociadas con la subunidad p22phox del complejo
NADPH oxidasa, lo que sugiere que las ROS catalizan la formacién de

LDLox, que son reconocidas por macréfagos en el espacio

subendotelial dando como resultado la activacion y formacion de
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células espumosas®’. Otro sistema no menos importante es la

activacion de xantina oxidasa, que genera O, por la catalizacion de
hipoxantina y xantina a acido urico. Bajo condiciones fisiopatoldgicas
esta es otra fuente de estrés oxidativo vascular, ya que la xantina

oxidasa existe en plasma, en células endoteliales y células de

musculo liso vascular’. En conejos hipercolesterolemicos se ha

observado incremento en la actividad vascular de la xantina

oxidasa®. El desacoplamiento de la oxido nitrico sintasa (NOS), en
especial la NOS endotelial también son fuente importante de O™, en la
patologia®®. Es claro observar que el estrés oxidativo tiene un papel

importante en la transformecion de la LDL nativa a LDLox. (Figura 5)
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1.3.3. Proceso inflamatorio.

La inflamacion juega un papel importante en el desarrollo del
SICA. En los ultimos afios, un numero creciente de observaciones ha
demostrado que la inflamacion juega un papel muy importante en la
patogenia de la aterosclerosis y de sus complicaciones, hasta el punto
de que, actualmente, la aterosclerosis se considera una enfermedad
inflamatoria %7149,

El fendmeno inflamatorio se inicia cuando las lipoproteinas circulantes
quedan atrapadas en la matriz extracelular subendotelial y se oxidan,
adquiriendo asi propiedades pro-inflamatorias que dan lugar a una
cadena de eventos que van desde el depdsito de monocitos
circulantes que exacerban la respuesta inflamatoria al fagocitar los
lipidos, la produccion excesiva de elementos de la matriz extracelular
y reclutamiento de nuevas células.

Todos estos eventos van provocando un aumento en el volumen del
ateroma o placa ateromatosa y la consecuente disminucién de la luz
arterial llegando incluso a ocluirla por completo, lo que generara
isquemia del tejido irrigado por tal vaso. Sin embargo, otro evento
frecuente es que ocurra la ruptura de la placa, con lo que se exponen
componentes subendoteliales altamente trombogénicos que generan
trombosis arterial y por lo tanto isquemia, que dependiendo del vaso
sanguineo que se trate, sera la menor o mayor lesion al tejido, en

especial cardiaco.
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Sin lugar a dudas el fendmeno inflamatorio desempefia un importante
papel en el desarrollo de la ateroesclerosis coronaria y probablemente
constituye el factor de transformacion de un sindrome coronario
estable a inestable® ™3, La respuesta inflamatoria no sélo promueve
el inicio de un proceso aterosclerdtico, sino que también contribuye al
posterior crecimiento del ateroma y a la precipitacion de sucesos
tromboticos agudos® %94,

Los datos acumulados demuestran que la concentracién elevada de
marcadores circulantes de inflamacion predice una respuesta
cardiovascular desfavorable en individuos asintomaticos, en pacientes
con cardiopatia isquémica estable y en pacientes con sindromes

coronarios agudos®™’.

Varios estudios “in vitro” y en animales
experimentales son apoyados por hallazgos clinicos de incremento de
marcadores inflamatorios en pacientes con angina estable crénica®,
angina inestable, e infarto agudop del miocardio®®*°°.

De las moléculas inflamatorias que participan en esta serie de
eventos destacan la interleucina-1 (IL-1), la interleucina-6 (IL-6) y la
interleucina-10 (IL-10), asi como el factor de necrosis tumoral-alfa
(TNF-a), el factor de crecimiento transformante-beta (TGF-f) y el

interferén-gamma (INF-y)*0%110,

Estas citocinas juegan un papel
fundamental ya que estan involucradas en la regulacion de la
hematopoyesis, linfopoyesis y afectan la funcién de todos los tipos

celulares involucrados en el proceso inflamatorio. Sus principales

efectos en el sistema cardiovascular incluyen el incremento en la
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expresion de moléculas de adhesion, la produccion de citocinas
endoteliales y oxido nitrico, aumento de la permeabilidad vascular,
reduccion de la actividad de lipoprotein lipasa, incremento de la
sintesis de acidos grasos hepaticos, y efecto protrombético**. (Figura
4).
1.3.3.1. Las Citocinas.

Son moléculas de bajo peso molecular, normalmente entre 15-
30 KDa, constituidas por 120-180 aminoacidos. Aunque en general
las producen los leucocitos, también pueden ser secretadas por otros
tipos celulares como macrofagos, células endoteliales, células de
musculo liso entre otras. Muchas interacciones criticas entre las
células del sistema inmune se controlan a través de mediadores
solubles como las citocinas. En la actualidad se han identificado
varios cientos de citocinas. Cada citocina es secretada por tipos
celulares especificos como respuesta a una gran variedad de
estimulos y, por tanto, cada citocina produce efectos caracteristicos
sobre el crecimiento, la movilidad, la diferenciacion o la funciéon de las
células blanco. De manera colectiva, las citocinas regulan no sélo las
respuestas inmunes e inflamatorias, sino también la curacion de
heridas, hematopoyesis, angiogénesis y muchos otros procesos
biolégicos. Las citocinas actian mediante su unién a receptores de
superficie especificos localizados en las células blanco y se producen

localmente en una gran variedad de tejidos y células. Cuadro 1.
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Citocina Accion

IL-1 Proinflamatoria

IL-2 Antiinflamatoria

IL-4 Antiinflamatorio

IL-6 Proinflamatoria

IL-8 Proinflamatoria

IL-3 Proinflamatoria

IL-5

g)NF (ay Proinflamatorio

Lugar de
sintesis

Células
mononucleares

linfocitos Th
colaboradores

Linfocitos Th,
mastocitosy
basofilos

Monocitos,
macrofagos,
célulaendotelial
y fibroblastos

Monocitos,
macrofagos,

Inductor

Microbianao
activacion
cascada
inflamatoria (Cl)

Sustancias
microbianas o
activacion de Cl

Linfocitos B
(Diferenciacion
de Linfocitos B)

-1y
endotoxinas

IL-1,TNF-alfay

célula endoltelias endotoxinas

y fibroblastos

Linfocitos T
activados,
mastocitos

linfocitos CD4+
activados del
tipo Th2.

Monocitos,
macrofagosy
celulas mono
nucleares.

Acciones mas
importantes

Pirégeno

Factoresde
crecimiento de
células T inducela
proliferacion de
todos los tipos de
subpoblaciones
linfocitarias.
Estimula sintesis de
interferén
liberacion de IL-1,
TNF-afay beta
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tambien por C':]OG nas detipo regulala
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tipo Th2
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Monocitos, inflamatoria,
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, . proliferacion de
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incrementala natural.

sintesis de matriz

extracelular.

Cuadro 1. Representa algunas citocinas de interés biolégico importante: el
cuadro describe la nomenclatura, funcion, sintesis, induccion y efecto que esta
tiene. Tomado y Modificado de las referencias **¢*'7.

mononucleares

Por lo tanto, las citocinas como grupo funcionan como moléculas
esenciales para la sefializacion intercelular y son responsables de la
comunicacion multidireccional entre las células involucradas en la
defensa del huésped, reparacion de tejidos y otras funciones
trascendentes. Las citocinas regulan la producciéon y actividad de
otras citocinas a través de mecanismos como competencia,
sinergismo e induccién mutua, lo cual es en una red compleja de
cascadas de citocinas y circuitos reguladores con efectos de

retroalimentacién positiva y negativa'* 2.
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1.3.3.2. IL-1

La IL-1 es una de las primeras citocinas pro-inflamatorias en
producirse durante el proceso aterogénico. Esta citocina presenta dos
formas biolégicamente activas, la IL-1a y la IL-18.**3 En humanos, la IL-
1B se encuentra predominantemente en circulacion y la IL-1la es un
regulador de eventos intracelulares y mediador de inflamacion
local.'**** La IL-10.y la IL-1B se pueden unir a los mismos receptores
en la superficie de las células blanco.'*® Existen dos tipos de receptores
de IL-1 (IL-1R), el tipo I (IL-1RI) y el tipo Il (IL-1RI1).**3 La IL-1 se
puede unir a el IL-1RIl y transducir sefales, ademas puede formar un
complejo de baja afinidad con proteinas accesorias, pero cuando se une
a el IL-1RII, no transduce sefiales.’*® Los principales tipos celulares que
sintetizan IL-1 son los monocitos, macrofagos y los macréfagos
derivados de células espumosas, sin embargo hay otras células como
las endoteliales que también pueden producirla*?® 4.
La IL-1 estd involucrada en la inflamaciéon que ocurre en la pared
vascular durante la aterogénesis mediante la activacion de monocitos y
la expresion de moléculas de adhesion en células endoteliales, ademas
de otras citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento que estimulan
la proliferacion de células del musculo liso**3 4.
De esta manera, la IL-1 puede participar en la aterogénesis a través de
la proliferacion de células de musculo liso*®, y la actividad

117

procoagulante de las células endoteliales™ ", también se ha observado

que puede afectar el metabolismo de lipidos*'®. Finalmente, se ha
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demostrado que la IL-1 tiene un papel importante en la patogénesis de
la enfermedada arterial coronaria debido a que hay un aumento en la
sintesis de esta citocina en las placas ateromatosas, ademas de
concentraciones elevadas de IL-1B en suero de pacientes con EAC.
Aunque el papel de la IL-1 parece ser muy importante en la
aterogénesis, no se sabe con claridad si es un marcador independiente o
asociado a eventos cardiovasculares o solo es una molécula que se
produce por otros estimulos inmunoldgicos de la enfermedad. De hecho
un estudio epidemiolégico con marcadores genéticos, VNTRs (repetidos
en tandem de numero variable) en el gen del antagonista del receptor
de IL-1 (IL-1Ra) y un SNP (polimorfismos de un s6lo nucle6tido) en el
gen de IL-1B, no reporto evidencia de asociacion entre estos
polimorfismos y la enfermedada arterial coronaria*'®. De tal forma, se
requieren mas estudios para determinar si niveles elevados de IL-1 en
plasma estdn asociados con EAC y SICA e incursionar en el estudio
genético de esta citocina para tratar de conocer si, ademadas, existe
susceptibilidad genética en el desarrollo de esta enfermad al analizar el
gen y sus polimorfismos en diferentes poblaciones humanas.
1.3.3.3. TNF-a

El TNF-a es una citocina pro-inflamatoria con multiples actividades
biolégicas y con un potente efecto inotrépico negativo™®. Entre las
funciones bioldgicas descritas para el TNF-a se encuentran la produccion
de citocinas, proteinas de fase aguda, aumento en la expresion de

moléculas de adhesion, activacion de neutréfilos y co-estimulador de
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activacion de células T. EI TNF-a transduce sefales a través de dos
distintas vias debido a dos tipos de receptores transmembranales, el
receptor TNF-a tipo | (TNFR-I) y el receptor tipo Il (TNFR-11)*?* 122 ge
ha identificado la expresion de estos receptores en todos los tipos
celulares excepto en eritrocitos*®%!?*. Ademas de estos receptores, hay
formas solubles que se pueden unir a TNF-a. Estos receptores solubles
son formas truncadas de TNF-a, que pueden unirse a esta molécula y
regular su actividad biolégica'®®. Las principales células que sintetizan
TNF-a son los monocitos y macréfagos, aunque otras células que
también lo sintetizan son los linfocitos T, las células NK (asesinas
naturales), las células de musculo liso, las células endoteliales y algunas
células tumorales™®*. Tanto el TNF-a como la IL-1B se han asociado
directamente con inflamacion local y generalizada debido a que tienen
un efecto biolégico similart?°.

Se ha documentado que el TNF-a influye en la patogénesis de la
aterosclerosis debido a que estd involucrado en la sintesis de proteinas
de fase aguda como la proteina C reactiva y de otras citocinas como la
IL-1 e IL-6 que actuan como factores de riesgo en enfermedades
cardiovasculares'®®. Niveles elevados de TNF-a y de sus receptores
solubles en plasma se han asociado con la insuficiencia cardiaca, el
infarto agudo al miocardio y la enfermedada arterial coronaria*®.
Algunos autores han reportado que la forma soluble de los receptores
podria tener un papel protector contra el efecto pro-inflamatorio del

TNF-a *?°'?%_ sSin embargo, ahora se sabe que tanto el TNF-a como sus
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receptores solubles (TNFR-1 y TNFR-Il) partcipan como factores
independientes de mortalidad en insuficiencia cardiaca'®®. Un estudio
sugirié que la forma soluble del TNFR-I es el principal predictor a corto y
largo plazo de mortalidad y eventos cardiovasculares en pacientes que
presentaron 1AM*3°.
1.3.3.4. IL-6

La IL-6 es una citocina pro-inflamatoria secundaria, con maultiples
funciones bioldégicas como la regulaciéon de la respuesta inmune,
inflamacion, hematopoyesis y regulacion de la sintesis de proteinas de
fase aguda en el higado™3**33,
La IL-6 es producida por diversos tipos celulares como las células del
endotelio, del musculo liso, los linfocitos y los macréfagos y uno de sus
principales papeles es la regulacion de la respuesta inmune humoral,
afectando la produccion de inmunoglobulinas en las células B, y de tipo
celular al regular la actividad citotéxica de la célula T ***. Evidencias
experimentales indican que esta molécula tiene un papel medular en
muchas enfermedades crénicas inflamatorias y en el dafio tisular*®°.
El efecto bioldgico de la IL-6 depende de su interaccidén con su receptor
(IL-6R). El complejo entre la IL-6/IL-6R se asocia a una proteina de
membrana celular que transduce sefales, denominada gpl30. Este
evento permite la dimerizacion de gpl30 para iniciar la cascada de
sefializacion intracelular3? 3¢,

El IL-6R se presenta en dos formas: 1) unida a la membrana celular y

2) en su forma soluble (sIL-6R). Esta ultima, de manera interesante, no
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tiene un efecto antagonista en la funcion bioldgica de IL-6 sino un efecto
agonista. Estudios in vivo han demostrado que el complejo IL-6/sIL-6R
asociado con gpl30 puede activar varios tipos celulares; sin embargo,
se ha observado que la IL-6 por si sola no puede ejercer este efecto
biol6gico'®*® 37, La forma soluble que se produce de la gp130 puede
inhibir la actividad de la IL-6 mediante su union con el complejo IL-
6/sIL-R6 132 136138 v/arios estudios muestran que la IL-6 no sélo actla
como una de las principales citocinas inductoras de proteinas de fase
aguda, sino también de citocinas y factores de crecimiento, activacion
de plaquetas, regulacion de procesos procoagulantes y de la actividad
mitogénica de las células de musculo liso*?°.

Como ya se ha dicho, en la enfermedada arterial coronaria, asi como en
el sindrome isquémico coronario agudo, la inflamacién tiene un papel
central y se ha observado que proteinas de fase aguda como la proteina
C reactiva, se encuentran drasticamente aumentadas en el plasma de
los pacientes, por lo que se ha sugerido que la IL-6 tiene un efecto
directo en ambas enfermedades. De hecho, en las placas
ateroescleréticas humanas se han encontrado niveles elevados de la IL-
6 y varios estudios han reportado una asociacion directa entre la IL-6 y
el desarrollo de la enfermedada arterial coronaria y el sindrome
isquémico coronario agudo*?® 139 Actualmente se sabe que la IL-6 es un
factor de riesgo independiente a futuros eventos de IAM*°. Lindmark y
colaboradores demostraron que los niveles elevados de la IL-6 en

circulacion es un marcador predictor que incrementa la mortalidad en
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individuos con enfermedad arterial coronaria y que es independiente de
otros como la troponina T y la proteina C reactiva’**. Thomas y
colaboradores también encuentran una asociacion entre los niveles
elevados de la IL-6 y la presencia de infarto agudo del miocardio
confirmando los estudios en donde se establece que la IL-6 es un
marcador independiente de otras proteinas como la proteina C reactiva
para futuros eventos de infarto agudo del miocardio™*2.
1.3.3.5. IL-10

La IL-10 es una citocina anti-inflamatoria que tiene varios efectos
biologicos incluyendo la inhibicion del TNF-a, de la IL-18 y de la

metaloproteasa 9 3 144,

Entre sus principales funciones bioldgicas
estan la limitacion y el “apagado” final de la reaccion inflamatoria de un
huésped en respuesta a un patégeno™*°. Su efecto sobre los macréfagos
no esta limitada soélo a la regulacion de citocinas, sino también a su
papel en la inhibicion de la expresion de moléculas de adhesion, de
antigenos leucocitarios humanos (HLA) clase Il, a la presentacion de
antigenos y activacion de linfocitos'*®. De hecho, en suero de pacientes
con sindrome isquémico coronario agudo se han encontrado niveles
bajos de 1L-10.*® Estas evidencias experimentales sugieren que niveles
reducidos de IL-10 en plasma pueden favorecer la inestabilidad de la
placa y el desarrollo de algun evento coronario agudo. Por otro lado,
niveles altos de IL-10 en plasma se han asociado a mejoria

vasorreactiva endotelial sistémica, en pacientes con elevadas cantidades

de proteina C reactiva'*’. Esto concuerda con lo reportado en algunos
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estudios en donde se ha observado que niveles elevados de IL-10, en
suero en pacientes con enfermedades cardiovasculares, no soélo predicen
un mejor resultado clinico después de un evento coronario agudo, sino
que también eliminan el riesgo asociado con niveles elevados de
proteina C reactiva en suero™*® 49,
De hecho, la IL-10 ha mostrado tener un efecto protector en la funcién
endotelial después de un estimulo inflamatorio agudo, ya que limita la
generacién de superéxido dentro de la pared vascular'*°. Estudios in
vitro sugieren que la IL-10 tiene un efecto anti-aterogénico, debido a
que inhibe la adhesion de monocitos a células endoteliales, el cual es el
primer paso para la invasién a la pared celular*®® *°2. Otra funcién de la
IL-10 consiste en inhibir la sintesis de la metaloproteasa 9, mediante la
produccion de inhibidores fisiolégicos e inhibidores de |las
metaloproteasas®®?.
A pesar de estas evidencias experimentales, se requieren de mas
estudios clinicos acerca de la IL-10 en plasma durante enfermedad
ateroesclerotica estable e inestable, ya que hasta el momento los datos
obtenidos en humanos son escasos y controversiales.
1.3.3.6. TGF-B

El TGF-B es una citocina pleiotropica que es secretada por muchos
tipos celulares como los macréfagos, los linfocitos, las células de
musculo liso y las plaquetas. Es secretado en forma inactiva pero es
activado cuando es degradado proteoliticamente®®*. Se ha descrito que

el TGF-B tiene accion anti-inflamatoria'*®. Ensayos in vitro sugieren que
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el TGF-B puede regular la expresion de moléculas de adhesion de células
vasculares en humanos, inducidas por citocinas pro-inflamatorias'>*. En
los dltimos afos, se ha propuesto que el TGF-B puede tener un papel
protector en la aterogénesis a través de la inhibicion de la migracion y
proliferacion de células del musculo liso y macréfagos ejerciendo un
efecto protector en la funcién endotelial*®*®> **°. Se ha observado que el
TGF-B disminuye la adhesividad de las células endoteliales a los
leucocitos y linfocitos. Este efecto protector se debe a la inhibicion en la
expresion de VCAM-1, la cual es regulada por el TGF-B***.

Algunos estudios han reportado niveles bajos de la forma activa del
TGF-B en estadios avanzados de aterosclerosis'®’. Otros, han explorado
la asociacion entre el TGF-B y la enfermedada arterial coronaria y han
observado niveles altos en suero de la forma activa del TGF-B y se ha
relacionado con la gravedad de la enfermedad, por lo cual éste es
reportado como un factor de riesgo independiente de otros marcadores

estandar®®g.

Asi mismo, se sabe que el TGF-f tiene un efecto pro-
inflamatorio y que participa en la excesiva acumulacion de matriz
extracelular en las paredes de los vasos dafados, lo cual es muy

desfavorable para éstos™>**>,

Esto dltimo contradice a lo que
clasicamente sabemos acerca del TGF-B; sin embargo, cada vez se
acepta mas la teoria de que el TGF-3 tiene un papel anti-aterogénico y
estabilizador de las placas™®®. Finalmente y de la misma forma que en el

conocimiento de otras moléculas pro y anti-inflamatorias, es necesario

realizar mas estudios para determinar el papel de esta molécula en la
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aterosclerosis, la enfermedada arterial coronaria y el sindrome
isquémico coronario agudo.
1.3.3.7. INF-y.

Los interferones (INFs) consisten en una familia de citocinas que
no s6lo comparten actividad antiviral, sino también poseen la capacidad
para inhibir la proliferacion celular modulando la respuesta inmunitaria.
Se clasifican en tipo | y tipo Il, de acuerdo al receptor y homologia que
estos presentan®®. Los interferones tipo | comprenden los subtipos INF-
a, INF-B, INF-0 y INF-t, los cuales se relacionan estructuralmente. En
general los INFs tipo | son secretados en bajos niveles por muchas
células dentro de las cuales destacan las células hematopoyéticas,
fibroblastos, macréfagos, entre otras'®® 162,

El INF- vy es del tipo Il. No se relaciona estructuralmente con el tipo | y
se une a un diferente receptor, y es codificado por un locus cromosomal
diferente. En algun tiempo se creia que sélo los linfocitos CD4+, CD8+ y
las células asesinas naturales (NK) producian INF-y **®*®3 Sin embargo,
hay evidencia que muchas otras células producen INF-y (células B,

164,165

monocitos, macréfagos, células dendriticas, entre otras) La

produccion del INF-y es controlada por citocinas como la IL-12 e IL-18

que son secretadas por las células presentadoras de antigeno en la

166

respuesta inmune innata Por otro lado, la regulacion negativa

también es por citocinas como la IL-4 e IL-10, TGF-B vy

167,168

glucocorticoides Se ha demostrado que durante un evento

coronario agudo se desarrolla un evento inflamatorio agudo y una
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elevacion de INF-y por la activacion de linfocitos T y macréfagos™®®*7.

Estudios in vivo en modelos animales han demostrado que hay una
activacion de las células Thl en respuesta a un dafo aterogénico.
Ademas, se sabe que el INF-y juega un papel de riesgo en el desarrollo
del sindrome isquémico coronario agudo, debido a que induce una
desregulacion de la produccion de 6xido nitrico e inhibe la produccién de
matriz extracelular promoviendo el proceso apoptdético haciendo la placa

mas vulnerable!’173,

Diversos estudios han demostrado que niveles
elevados de INF-y en suero promueven la activaciéon de citocinas pro-
inflamatorias y el desarrollo temprano de la placa ateromatosa.

1.3.4. Trombosis, rotura y erosion de la placa ateromatosa.

La trombosis es inducida por la ruptura o erosion de la placa.
Puede dar lugar a cambios rapidos en la severidad de la estenosis y
dar lugar a oclusion vascular total. El conjunto de lipidos, que es
expuesto tras la ruptura es altamente trombogénico y tiene una alta

concentracion de factor tisulart’4-176:14,

Se ha encontrado que la
actividad procoagulante sistémica de los monocitos esta elevada en
pacientes con Al.

También se implican factores relacionados con la hipercoagulabilidad
sistémica, la hipercolesterolemia, el fibrinbgeno y la infeccion en la
génesis del trombo. ElI trombo que se observa en el sindrome
isquémico coronario agudo es rico en plaquetas. La obstruccion inicial

del flujo coronario se debe a agregacion plaquetaria pero la fibrina es

importante para la posterior estabilizacion del trombo. La respuesta



trombodtica de la placa es dindmica, es decir, se producen de manera
simultdnea los fendmenos trombdticos y los tromboliticos, dando
lugar a interrupcion intermitente del flujo coronario que explican
episodios transitorios de oclusion y sub-oclusion que se asocia con
cambios en el electrocardiograma y en la clinica de los pacientes’’
179_

Las placas vulnerables (con tendencia a la rotura) tienen una gran
acumulacion de lipidos, baja densidad de células lisas, alta densidad
de macrofagos, una delgada capa fibrosa con coldgeno desorganizado
y una alta concentracion de factor tisular y constituyen el sustrato de
entre ?/3 y % de los trombos coronarios**3%189 E| nicleo lipidico de
las placas con tendencia a la ruptura tiene un gran contenido de
ésteres de colesterol con una gran proporcion de &cidos grasos
polinsaturados, sobre todo en los niveles mas superficiales. La
proporcion relativa de los diferentes &cidos grasos contribuye a la
agregacion y activacion plaquetaria local, asi como a la formacion del

trombo. (Figura 6)
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Figura 6. Formacion del trombo.
La ruptura de la placa aterosclerdtica se produce como consecuencia
de la conjuncién de varios mecanismos:
Mecanismo activo: Se debe a la secrecion de enzimas proteoliticas
por los macréfagos, que pueden debilitar la capa fibrosa.
Mecanismo pasivo: Se relaciona con fuerzas fisicas aplicadas sobre la
zona mas débil de la capa fibrosa, que corresponde con la zona mas
delgada de ésta, a nivel de la unién con la pared arterial normal.
La vulnerabilidad de la placa puede relacionarse con localizacion,
tamafo y composicion del nudcleo lipidico, y también con el impacto
del flujo en la superficie luminar de la placa®*°. Junto a la rotura de
la placa, los fendmenos erosivos de la misma también se han descrito
como mecanismos subyacentes en el sindrome isquémico coronario

181-185

agudo Parece ser mas frecuente en hombres, diabéticos e

hipertensos; asi mismo existen datos que indican que se producira
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con mayor frecuencia en individuos que desarrollen estenosis de alto
grado y en estenosis localizada en la arteria coronaria'®18°.
1.4. Estudios de susceptibilidad genética.

En las dltimas 2 décadas varios estudios han demostrado que el
proceso inflamatorio juega un papel importante en el desarrollo del
sindrome isquémico croronario agudo y/o algun evento inflamatorio, en
especial las citocinas pro- y antiinflamatorias como la IL-1, la IL-6, la IL-
10, el TNF-a, el INF-y y el TGF-B que regulan y/o activan el proceso

inflamatorio 214:139.187-189

. Estudios de susceptibilidad genética indican
que un grupo de genes localizados en la region 2g13 del cromosoma 2
se asocian con la susceptibilidad a desarrollar eventos inflamatorios®’
189 Uno en la regién promotora (IL-1B -511T>C) que se relaciona con
una mayor produccion de IL-13 en pacientes con espondilitis
anquilosante, sepsis, diabetes, cancer de utero'®°*3. Asi mismo, cuatro
sitios polimorficos en el gen del antagonista del receptor de IL-1 (IL-
1RN4T=C, IL-1RN6/1C>T, IL-1RN6/2G>C y IL-1RN-VNTR’s) que se
relacionan con un defecto de reconocimiento del antagonista: el
antagonista tiene una funcién antinflamatoria debido a que inhibe la
activacion de la IL-1p . El TNF-a presenta varios sitios polimorficos
en la region promotora del gen, los mas estudiados en la literatura son
el TNF-a -238 A>G y el TNF-a -308 T1>T2, que se ubican en la region
6p21 del cromosoma 6. Se ha demostrado que ambos sitios polimorficos

elevan la expresioén de la citocina®®* 8. Al igual que el TNF-q, la IL-6 es

una citocina pro-inflamatoria muy importante en el proceso
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ateromatoso. El gen de la IL-6 presenta varios sitios polimoérficos en la
region promotora de los cuales el IL-6 -572 C>G y el IL-6 -1426 G>T se
relacionan con una elevada expresion y produccion a nivel local y
sistémico en pacientes con enfermedada arterial coronaria, hipertension,

199-202  por otro

aterosclerosis, diabetes e infarto agudo del miocardio
lado, el gen que codifica para el INF-y, se localiza en el cromosoma 12
en la region 12g24.1. Presenta varios polimorfismos de los cuales el
INF-y -155 G>A y el INF-y -179T>G presentes en la region promotora,
se han asociado con la elevada produccion y expresion del INF-y en
pacientes con cancer cervical, hepatitis C, hepatitis B y sindrome

respiratorio agudo 2°32%7

. Por otro lado, las citocinas antiinflamatorias
como la IL-10 y el TGF-B tienen un papel importante como inhibidores
de la respuesta Thl durante un proceso inflamatorio y la formacién de
la placa ateromatosa. Estas citocinas juegan un papel muy importante
en la susceptibilidad a desarrollar SICA, asi como otras enfermedades

cardiovasculares 87189  E|

gen de la IL-10 presenta varios sitios
polimérficos en la regibn promotora que estan relacionados con una
baja expresion de la IL-10. En la basta literatura los mas estudiados son
tres sitios polimérficos en la region promotora (IL-10-592C>A, IL-10-
819T>C, IL-10-1082G>A) localizados en la region 1g31-32 del
cromosoma 1, que se tienen bien relacionados con infarto agudo del
miocardio, enfermedada arterial coronaria y tuberculosis °°*°’. Se ha
observado que estos sitios polimadrficos tienen el efecto de disminiur la

expresion de la IL-10 195197,
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El gen del TGF-p presenta varios sitios polimorficos que se han
relacionado con una baja expresion de la molécula en diferentes
enfermedades. Los sitios polimoérficos mas estudiados son la region
promotora el TGF-p -509C>T y el TGF- T29C en el exén 1, localizados
en la region 19913.2 del cromosoma 19, que elevan su expresion y
produccion en pacientes que padecen enfermedades cardiovasculares,

hipertension, cancer y obstruccion pulmonar®®®2.
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1. JUSTIFICACION
Justificacion

El sindrome isquémico coronario agudo es una de las
principales causas de muerte a nivel mundial. Los datos del Instituto
Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) definen a las
enfermedades cardiovasculares como la primera causa de muerte en
México?'®. Este padecimiento es de origen multifactorial, es decir en
su desencadenamiento participan tanto factores géneticos como
ambientales. El estudio de los genes que codifican para proteinas
relevantes en la patogénesis del padecimiento sera muy importante
para definir marcadores de susceptibilidad o resistencia al desarrollo
de esta enfermedad y que en un futuro permitirdn tratamientos

mejores y mas dirigidos.

I11. HIPOTESIS.

Si las citocinas IL-1, IL-6, TNF-a, INF-y, IL-10 y TGF-B regulan
el proceso inflamatorio que conlleva al desarrollo de la placa
ateromatosa y por tanto al sindrome isquémico coronario agudo, y
los genes de las citocinas presentan sitios polimdérficos que regulan
su produccion, algunos de sus alelos podrian diferenciar a los
pacientes de los individuos control y ser por tanto marcadores de

susceptibilidad para este padecimiento en la poblacién mexicana.
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1V. OBJETIVOS.
a) Objetivo General

Determinar el papel que tienen los sitios polimorficos de los
genes de las citocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias mas
importantes (IL-1, IL-6, TNF-a, INF-y, IL-10 y TGF-B) en la
susceptibilidad genética al desarrollo y/o resistencia al sindrome

isquémico coronario agudo en la poblacibn mexicana.

b) Objetivos especificos

). Generar una genoteca de muestras de pacientes con diagndstico
de sindrome isquémico coronario agudo e individuos control.

I1) Determinar la frecuencia alélica y genotipica de los sitios
polimoérficos presentes en los genes que codifican para las citocinas
IL-1, IL-6, TNF-a, INF-y, IL-10 y TGF-B en un grupo de pacientes
mexicanos con sindrome isquémico coronario agudo.

I11). Determinar estas mismas variantes en un grupo control sin
antecedentes familiares ni clinicos de algun evento cardiovascular
y/0 sistémico pareados por edad, sexo y origen étnico.

1V). Una vez definidas estas frecuencias, compararlas entre los dos
grupos de estudio con el fin de definir si algun polimorfismo de las
citocinas en estudio pudiera estar confiriendo susceptibilidad y/o
resistencia para el desarrollo de este padecimiento en la poblaciéon

mexicana.
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V). Analizar el desequilibrio de ligamiento entre los diferentes
polimorfismos y construir distintos haplotipos.
VI1). Definir si alguno de los haplotipos pudiera estar confiriendo

susceptibilidad y/o resistencia al desarrollo del padecimiento.
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V. METODOLOGIA

Tipo de Estudio: El disefio experimental fue de tipo prospectivo,
transversal y comparativo.

Criterios de Inclusion:
1. Consentimiento informado firmado
2. Edad mayor de 40 afios menores de 70 afios
3. Que al momento del ingreso tengan:

A. Sintomas de infarto agudo del miocardio de localizacion
inferior (IAM-INF) caracterizado por dolor de tipo anginoso
(localizado en el precordio, el cual se puede irradiar hacia la
base del cuello, la mandibula o hacia las extremidades
superiores) de mas de 30 minutos de duracién, el cual haya
sucedido en las dltimas seis horas, que puede estar
acompafnado de sintomas neurovegetativos (diaforesis,
sensacion de nauseas y/o vomito, sensacion y/o accion de
miccion o defecacion).

B. Cambios electrocardiograficos: Elevacion del segmento ST de
> 0.1 mV en dos o mas de las derivaciones estandar
electrocardiogréficas. Asi mismo se puede considerar: a un
nuevo hallazgo o nueva presuncion de bloqueo completo de
la rama izquierda del haz de His asociado a los sintomas

previamente referidos.
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Criterios de exclusion

1. Que se encuentre en periodo de embarazo o lactancia.

2. Sintomas sugestivos de diseccion aodrtica.

3. Inclusion previa al presente estudio.

4. Cualquier condicién médica por la cual el enfermo este impedido
de complementar el presente estudio o que le produzca un riesgo
significativo.

5. Sujetos con incremento elevado de sangrado severo.

6. Cualquier historia de accidentes cerebro vasculares, isquemia
cerebral transitoria o cualquier indicio de dafo estructural del
sistema nervioso central v.g. neoplasia intracraneal o intraespinal,
aneurisma o malformacién arteriovenosa.

7. Retinopatia diabética hemorragica u otra condicion hemorragica
oftalmica.

Pacientes.

El estudio incluyé 336 pacientes mestizos mexicanos con sindrome

isquémico coronario agudo de los cuales 270 fueron hombres y 66

mujeres, con un rango de edad 59.05 afios +/- 11.58, que fueron

referidos al Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez. De

estos pacientes 218 presentaron infarto agudo del miocardio y 118

presentaron angina inestable.

El diagndstico del sindrome isquémico coronario agudo fue basado

en la historia clinica, el examen fisico, el electrocardiograma, los

marcadores bioquimicos (Troponina I, Il y Creatinin fosfoquinasa) y



la angiografia coronaria, de acuerdo a la Organizacion Mundial de la
Salud y al Colegio Americano de Cardiologia de la Asociacion
Americana de Corazon.

Controles.

El grupo control incluyé 248 individuos no relacionados entre si
(196 hombres y 52 mujeres con un rango de edad 56.04 +/- 4.12,
sin ninguna enfermedad vascular y/o sistémica previa. Ninguno de
los sujetos control presentd diabetes, hipertension, dislipidemia o
algun otro tipo de enfermedad crénica. Todos los sujetos (pacientes
y controles) fueron pareados de acuerdo a su origen étnico, edad y
género. Nosotros consideramos mestizos mexicanos solo a los
individuos que por tres generaciones incluyendo la presente hayan
nacido en México.

A) Tamarno de la muestra:

El tamafio aproximado de la muestra se calcul6 de acuerdo a la
siguiente féormula, utilizando un paquete estadistico para el calculo de
la misma.

a) Férmula para un estudio de prevalencia de proporciones.

N Z? p (1-P)

n=
D2 (N-1) + Zc? P (1-P)

n= Efecto de disefio (Tamafo de la muestra)
N= Poblacién total
Z= Valor de Z (corresponde al valor de confianza)

D= Precision absoluta (valor de confianza deseado, 5%)
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P= Proporcién esperada en la poblacién (10%)

Para lo cual los datos necesarios son:
e Precision deseada %

e Prevalencia esperada

o Efecto de disefio

e Nivel de confianza

B) Extraccién de ADN.
Se tomaron 15 ml de sangre periférica de cada individuo en tubos

Vacutainer con EDTA como anticoagulante. A partir de esta muestra
se extrajo el DNA gendmico por medio de la técnica de expulsion

salina®'®. (Anexos IX)

C) Sitios polimodrficos analizados.

De acuerdo a los reportes previamente publicados de asociacion
entre los polimorfismos de las citocinas y enfermedades
cardiovasculares en otras poblaciones, se decidié estudiar los
siguientes polimorfismos que se muestran en la tabla 1: cabe
destacar que algunos de los sitios polimorficos los escogimos nosotros

por su efecto que tiene en otro tipo de enfermedades inflamatorias.
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IL-1 En la region promotora IL-1B-511 (rs16944).

De la familia de homodlogos el 1L-1F10.3 (rs3811058). De
los antagonistas del receptor de IL-1:
R/N.4T>C(rs419598), RN.6/1C>T(rs315952),
RN.6/2C>G(rs315951), IL-1RN VNTR’s(rs2234663.

IL-6 En la region promotora el -572G/C (rs1800796), -1426G/T
(rs2069827).

TNF-a [En la region promotora, el TNF-238(rs361525) y el TNF-
308(rs1800629).

INF-y [En la region promotora el -179G>T (rs2069709) y -155
A>G (rs2069710).

IL-10 [En la regién promotora (-1082G/A(rs1800896),
-819C/T(rs1800871), y -592 C/A (rs1800872).

TGF-f [En el exon 1 T29C (rs1982073, también marcado como
rs1800470), en la region promotora -509C/T (rs1800469).

Tabla 1.Se muestra la citocina, region donde se encuentra el SNP en el gen e
identificacion del SNP (rs) que es el numero que se le da de acuerdo a la base
de datos del GenBank.

D) La determinacion de los sitios polimorficos.

Los genotipos de los diferentes polimorfismos de un solo nucledétido
(SNP’s) se determinaron por la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) usando ensayos TagMan de la casa comercial Applied
Biosystems México en un equipo de PCR en tiempo-real (7900HT
Fast Real-Time PCR system) de acuerdo a las instrucciones de

Applied Biosystems, Foster City, USA. (Anexo 1X).
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E) Analisis Estadistico.

Las frecuencias genotipicas y alélicas de los genes en estudio se
obtuvieron por conteo directo. En cada grupo se evalud el equilibrio
de Hardy-Weinberg por medio de la prueba de Chi-cuadrada (X?). Las
diferencias entre grupos se determinaron por la prueba de Mantel-
Haenzel, la cual combina tablas de contingencia de 2x2 usando el
programa estadistico EPIINFO. La prueba Exacta de Fisher se utilizd
cuando algun numero en la tabla de contingencia fue menor de 5. El
valor de P < 0.05 se considerd estadisticamente significativo. La p
corregida se calculé por medio del metodo de Bonferroni. El riesgo
relativo con 95% de de intervalo de confiabilidad se estimo como la
razon de momios (RM) por el método de Woolf #*’.

Asi mismo, para construir y analizar los haplotipos se utilizé el

programa Haploview 4:1 (Broad Institute of Massachussets Institute

of Technology and Harvard University, Cambridge, MA, USA).
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VI. RESULTADOS

Las frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos
genéticos de los genes de las citocinas IL-1, TNF-a, IL-6, INF-y,
TGF-B e IL-10 en los pacientes con sindrome isquémico coronario
agudo e individuos control se encontraron en equilibrio de Hardy-
Weinberg. Las frecuencias alélicas y genotipicas de |los
polimorfismos de los genes de IL-1 (IL-1B-511T>C, IL-1F10.3T>C)
y del antagonista del receptor de IL-1 (IL-1RN.4T>C, IL-
1RN.6/1C>T, IL-1RN.6/2C>G, y IL-1RN VNTR), en el grupo de
pacientes e individuos control se muestran en las Tablas 2 y 3. La
distribuciéon de los polimorfismos del gen IL-1 (IL-1-511T>C e IL-
1F10.3T=C) es muy similar entre pacientes y controles. Sin
embargo, al analizar los polimorfismos del antagonista del receptor,
se observan importantes diferencias significativas entre los grupos
en estudio. El sitio polimorfico IL-1RN.4T>C muestra un incremento
del alelo “T” y del genotipo “TT” en pacientes con SICA (pC=0.002,
RM=1.53 e 1C95%=1.17-2.01 vy pC=0.002, RM=1.79 e
1C95%=1.26-2.56, respectivamente). El analisis del polimorfismo
IL-1RN6/1C>T muestra un incremento del alelo “C” y genotipo “TC”
en pacientes cuando se compara con los individuos control
(pC=0.002, RM=1.65 e 1C95%=1.19-2.29 y pC=0.00024, RM=2.22
e 1C95%=1.46-3.39, respectivamente). Ademas, el analisis del sitio
IL-1RN6/2C>G muestra un incremento del alelo “C” y genotipo “CC”

en pacientes cuando se compara con los individuos control (pC=10"
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© RM=1.99 e 1C95%=1.51-2.64 y pC=10° RM=2.21 e
1IC95%=1.34-3.16, respectivamente). El analisis del polimorfismo
IL-1 RN VNTR muestra un incremento del alelo “1” y del genotipo
“1,1” en pacientes cuando se compara con los controles (p=0.003,
RM=1.47 e 1C95%=1.13-1.91 y p=0.001, RM=1.74 e 1C95%=1.22-
2.48, respectivamente). Por otro lado, se analizé el desequilibrio de
ligamiento de los polimorfismos del antagonista del receptor de IL-1
que se muestra en la Tabla 4. El analisis mostré cuatro de diez
posibles combinaciones haplotipicas (T1TC, T1TG, C2TG y T2TG)
con importantes diferencias significativas entre los grupos de
estudio. Los pacientes muestran incremento en la frecuencia de
haplotipo “T1TC” cuando se compara con el grupo control
(pC=8x10", RM=1.69 e 1C95%=1.30-2.19). Ademas, el anélisis de
los otros tres haplotipos (T1TG, C2TG y T2TG) mostraron un
disminucién en la frecuencia haplotipica en los pacientes con
sindrome isquémico coronario agudo cuando se comparan con los
individuos control (pC=10", RM=0.22, Cl95%=0.12-0.039,
pC=6x10"", RM=0.018, CI95%=0.08-0.39 y pC=0.001, RM=0.021,
Cl95%=0.07-0.61, respectivamente), asi como la evidencia de
desequilibrio de ligamiento con una D’=0.58 y D’=0.68, entre los
sitios polimorficos IL-1RN.4 con IL-1 RN VNTR e IL-1RN.4 con IL-
1RN6/2, respectivamente. Por otro lado, también se observo
desequilibrio de ligamiento entre los sitios polimérficos IL-1RN VNTR

y IL-1RN6/2 con una D’=0.67.
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Tabla 2. Frecuencia (%) alélica (fa) y genotipica (fg) de los polimorfismos del gen IL-1 (IL-1 -511T=C e IL-1B
F10.3T=C) en pacientes con sindrome isquémico coronario agudo (SICA) e individuos control.

SICA Controles pC RM 1C95%
(n=300) (n=248)
IL-1B-511
Alelo n fa n fa
T 386 0.643 348 0.701
C 214 0.356 148 0.298 NS  mmmmem oo
Genotipo n fg n fg
TT 127 0.423 131 0.528
TC 132 0.44 86 0.346 NS  cmmmmee oo
CC 41 0.136 31 0.125
IL-1F10.3
Alelo n fa n fa
T 475 0.791 395 0.796
C 125 0.208 101 0.203 NS e -
Genotipo n fg n fg
TT 189 0.63 158 0.637
TC 97 0.323 79 0.318 NS  ccmmmem oo
CcC 14 0.046 11 0.044

Abreviaturas: NS: no significativa. fa: frecuencia alélica. fg: frecuencia génica. 1C95%: Intervalos de confianza al 95%.

*Nota: El analisis de los sitios polimorficos de IL-1B y antagonista del receptor de IL-1 se realiz6 en 300 pacientes, que eran

los que hasta el momento se tenian contemplados para el proyecto de investigacion.
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Tabla 3. Frecuencia (%0) alélica (fa) y genotipica (fg) de los polimorfismos genéticos del antagonista del receptor
de IL-1 (IL-1RN4T=C, IL-1RN6/1C=>T, IL-1RN6/2C=G e IL-1RN-VNTR) en pacientes con SICA e individuos control.

SICA Controles pC RM 1C95%
(n=300) (n=248)
IL-1RNAT=C
Alelo n fa n fa
T 472 0.786% 335 0.675 0.002 1.53 1.17-2.01
C 148 0.246 161 0.324
Genotipo n fg n fg
TT 180 0.600" 113 0.455 0.002 1.79 1.26-2.56
TC 92 0.306 109 0.439
CcC 28 0.093 26 0.104
IL-1RN6/1C>T
Alelo n fa n fa
T 467 0.778 423 0.852
C 133 0.221° 73 0.147 0.002 1.65 1.19-2.29
Genotipo n fg n fg
TT 184 0.613 189 0.762
TC 99 0.33¢ 45 0.181 0.00024 2.22 1.46-3.39
CcC 17 0.056 14 0.056
IL-1RN6/2C>G
Alelo n fa n fa
G 127 0.211 173 0.348
C 473 0.788° 323 0.651 10°® 1.99 1.51-2.64
Genotipo n fg n fg
GG 16 0.053 33 0.133
GC 95 0.316 107 0.431
CC 189 0.63' 108 0.435 10°® 2.21 1.34-3.16
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Abreviaturas: pC: valor de p corregido. RM: Razén de momios. fa: frecuencia alélica. fg: frecuencia génica. 1IC95%: Intervalos de
confianza al 95%.

ay b) Se observa un incremento del alelo “T” y genotipo “TT” en pacientes cuando se compara con los controles a pC<0.05

c y d) Se observa un incremento del alelo “C” y genotipo “TC” en pacientes cuando se copara con los controles a pC<0.05

e y f) se observa un incremento del alelo “C” y genotipo “CC” en pacientes cuando se copara con los controles a pC<0.05

Table 3. Continuation.

SICA Controless p RM 95%ClI
(n=300) (n=248)

Alelo n fa n fa

1 428 0.713% 312 0.629 0.003 1.47 1.13-1.91
2 156 0.26° 173 0.348 10 0.47 0.32-0.68
3 7 0.011 6 0.012

4 6 0.01 5 0.010

5 3 0.005 0 0.000

Gendtipo n fg n fa

1,1 167 0.556° 104 0.419 0.001 1.74 1.22-2.48
2,2 33 0.11 38 0.153

1,2 87 0.29¢° 96 0.387 0.01 0.65 0.45-0.94
1,4 4 0.013 2 0.008

1,3 1 0.003 6 0.024

4, 4 1 0.003 1 0.004

1,5 2 0.006 0 0.000

4,2 0 0.000 1 0.004

2,3 2 0.006 0 0.000

2,5 1 0.003 0 0.000

3,3 2 0.006 0 0.000

a y c) Se observa un incremento del alelo “ 1” y genotipo “1,1” en pacientes con SICA vs controles a p<0.05
b) Se observa un incremento del alelo “2” en pacientes con SICA vs controles a p<0.05
d) Se observa un incremento del genotipo “1,2” en pacientes con SICA vs controles a p<0.05
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Tabla 4. Frecuencia (%) de los haplotipos del antagonista del receptor IL-1 (IL-1RN VNTR, IL-1RN.4T>C, IL-
1RN 6/1C>T e IL-1RN 6/2C>G) en pacientes con SICA e individuos control.

SICA Controles p RM 1C95%
(n=287) (n=238)
Haplotipo fH fH
T1TC 0.4442 0.321 8x107° 1.69 1.30-2.19
T1TG 0.028 0.118° 10” 0.22 0.12-0.39
C2TG 0.015 0.083° 6x10™" 0.018 0.08-0.39
T2TG 0.009 0.040¢ 0.001 0.021 0.07-0.61

Nota: *La tabla solo muestra los haplotipos con asociacion significativa. El orden de los polimorfismos en
los haplotipos es de acuerdo a la posicion en el cromosoma (rs419598, rs2234663, rs315952 y rs315951).
Abreviaturas: fH. Frecuencia del haplotipo. SICA: Sindrome isquémico Coronario Agudo. RM: Razén de momios. IC:
Intervalo de confianza.

a) Se observa un incremento del haplotipo “T1TC” en pacientes vs controles a p<0.05.

b) Se observa una disminucién del haplotipo “T1TG” en pacientes vs controles a p<0.05
¢) Se observa una dismunicion del haplotipo “C2TG” en pacientes vs controles a p<0.05
d) Se observa una disminucion del haplotipo “T2TG” en pacientes vs controles a p<0.05
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Las frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos en la
region promotora del gen TNF-a (TNF-a -238A>G y TNF-a -
308T2>T1) son muy similares en pacientes con SICA e individuos
controles (Tabla 5). El andlisis del desequilibrio de ligamiento de

estos polimorfismos no mostré resultado significativo.

Tabla 5. Frecuencia alélica (fa) y genotipica (fg) de los polimorfismos
TNF-0-238 A>G y TNF-a -308 T1>T2 en pacientes con sindrome
isquémico coronario agudo (SICA) e individuos control.

SICA Controles p RM IC 95%
TNF —238 (n=301) (n=248)
Alelos n fa n fa
A 25 0.041 19 0.038
G 577 0.958 477 0.961 NS -
Genotipos n fg n fg
AA 1 0.003 0 0.0
AG 23 0.076 19 0.076
GG 277 0.920 229 0.923 NS - o
TNF =308 (n=301) (n=248)
Alelos n fa n fa
T2 55 0.091 36 0.072
T1 549 0.911 460 0.927 NS - -
Genotipos n fg n fg
T2T2 5 0.016 2 0.008
T1T2 45 0.149 32 0.129
TiT1 252 0.837 214 0.862 NS -

Abreviaturas: NS: no significativa. fa: frecuencia alelica. fg: frecuencia génica.
1C95%: Intervalos de confianza al 95%.
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Las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos de los
genes de INF-y e IL-6 en pacientes e individuos control se muestran
en la Tabla 6. La distribucion de los polimorfismos del INF-y (INF-y
-155 G>A e INF-y -179 T>G) fue muy similar en pacientes y

controles.

Sin embargo, el andlisis del sitio polimérfico IL-6-572 C>G en la
region promotora del gen de la IL-6 muestra importantes
diferencias entre los grupos de estudio. Pacientes con SICA
presentaron incremento en el genotipo “CG” (pC=0.03, RM=1.53,
con 1C95%=1.08-2.16) y disminucion significativa de la frecuencia
del genotipo “CC” (pC=0.015, RM=0.47, con 1C95%=0.27-0.84)

cuando se compararon con los individuos control.

El analisis de desequilibrio de ligamiento de los polimorfismos de los
genes del INF-y e IL-6 muestra fuerte evidencia de desequilibrio de
ligamiento con una D’=0.89 entre los sitios polimorficos IL-6-572 e
IL-6-1426 y D’=1 entre los sitios INF-y-155 e INF-y-179. Sin
embargo, la distribucion de estos haplotipos fue similar en pacientes

y controles. (Tabla 7)
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Tabla 6. Frecuencia (%0) alélica (fa) y genotipica (fg) de los polimorfismos
genéticos de los genes IL-6 e INF-y en pacientes con SICA e individuos
control.

SICA Controles pC RM 1C95%
INF-y -155 (n=336) (n=248)
Alelo n fa n fa
A 672 1.0 493 0.993 N —
G 0] 0.0 3 0.006 NS  ——mmom oo
Genotipo n fg n fg
AA 336 1.0 245 0.987 N —
AG 0] 0.0 3 0.012 NS  —cmmm mmmee
GG 0 0.0 0 0.0 NS  —cmmmm cmeee
INF-y -179 (n=336) (n=248)
Alelo n fa n fa
G 672 1.0 494 0.995 NS  —comom oo
T 0] 0.0 2 0.004 NS  —ccmom oo
Genotipo n fg n fg
GG 336 1.0 246 0.991 NS  —ccmom mmmmo-
GT 0] 0.0 2 0.008 NS  —mmmom oo
TT 0 0.0 0 0.0 NS  commmm mmmeeo
IL-6 -572 (n=336) (n=248)
Alelo n fa n fa
G 447 0.665 321 0.647 NS  cccmmmm e
C 225 0.334 175 0.352 NS  ccmmmem mmmmeee
Genotipo n fg n fg
CC 25 0.074% 36 0.145 0.015 0.47 0.27-0.84
GC 175 0.52° 103 0.415 0.033 1.53 1.08-2.16
GG 136 0.404 109 0.439
IL-6 -1426 (n=336) (n=248)
Alelo n fa n fa
G 654 0.973 487 0.981 NS  ccmmmmm mmmmeee
T 18 0.026 9 0.018 NS  ccmmmmm mmmee
Genotipo n fg n fg
GG 318 0.946 239 0.963 NS  ccmmmmm cmmeo
GT 18 0.053 9 0.036 NS  —cmmmm oo
TT 0 0.0 0 0.0 NS  —cmmme cmmmo

Abreviaturas: RM=Razon de momios; NS= no significativo; pC= P corregida.
a) Se observa una disminucion del genotipo “CC” en pacientes vs controles a
p<0.05
b) Se observa un incremento del genotipo “GC” en pacientes vs controles a
p<0.05
*Nota: el analisis de estos polimorfismos se hace en 336 pacientes que hasta el
momento se tenian ya recopilados. Esto con la finalidad de aumentar el nUmero de
muestra.
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Tabla 7. Frecuencia (%) de los haplotipos del gen IL-6 (IL-6-
572G>C e IL-6 -1426T>G) en pacientes con SICA e individuos
control.

SICA Controles p
(n=336) (n=248)
Haplotipo fH fH
GG 0.641 0.630 NS
GC 0.330 0.352 NS
TG 0.026 0.017 NS

Abreviaturas: fH. Frecuencia del haplotipo. SICA: Sindrome isquémico
Coronario Agudo. NS: No significativo

El analisis de los polimorfismos del gen de la IL-10 (IL-10-592 A>C,
IL-10-819 T>C e IL-10-1082 A>G) se muestran en la Tabla 8. La
distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas de estos sitios
polimérficos fue muy similar en pacientes con sindrome isquémico
coronario agudo e individuos control, no encontrando nada

significativo al analizarlos por separado.

El analisis del desequilibrio de ligamiento de los polimorfismos del gen
IL-10 se muestra en la Tabla 9. Dicho analisis muestra una de seis
combinaciones haplotipicas (ACA) con una importante diferencia
significativa entre pacientes con SICA e individuos control. El
haplotipo “ACA” muestra un incremento en la frecuencia haplotipica
en pacientes con SICA cuando se compara con los controles

(pC=2x10"*, RM=1.66 e 1C95%=1.46-1.88).
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Ademas, se encontro fuerte evidencia de desequilibrio de ligamiento
entre los sitios polimorficos 1L-10-592 e IL-10-819 (D’'=0.85) e IL-10-
592 con IL-10-1082 (D’=0.92), asi como IL-10-819 con IL-10-1082

con una D’=0.85.

Tabla 8. Frecuencia (%) alélica (fa) y genotipica (fg) de los
polimorfismos genéticos del gen de IL-10 (IL-10-592C=A, IL-10-
819C=>T e IL10-1082 A=>G) en pacientes con SICA e individuos control.

SICA Controles pC RM 1C95%
(n=301) (n=248)
IL-10-592
Alelo n fa n fa
A 241 0.400 195 0.393
C 361 0.599 301 0.606
Genotipo n fg n fg NS -
AA 50 0.166 41 0.165
AC 141 0.468 113 0.455
cC 110 0.365 94 0.379
IL-10-819
Alelo n fa n fa
C 372 0.617 289 0.582
T 230 0.382 207 0.417
Genotipo n fg n fg NS -
cC 118 0.392 85 0.342
CT 136 0.452 119 0.479
TT 47 0.156 44 0.177
IL-10-1082
Allele n fa n fa
A 441 0.732 356 0.717
G 161 0.267 140 0.282
Genotype n fg n fg NS  ————-
AA 167 0.554 125 0.504
AG 107 0.355 106 0.427
GG 27 0.089 17 0.068

Abreviaturas: RM= Razon de momios; NS= no significativo; pC= P corregida.
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Tabla 9. Frecuencia (%) de los haplotipos del gen IL-10 (IL-10-
592C>A, IL-10-819C>T e I1L10-1082 A>G) en pacientes con SICA e
individuos control.

SICA Controles p RM 1C955
(n=300) (n=248)

Haplotipo  fH fH

ATA 0.641 0.630 NS

CCA 0.330 0.352 NS

CCG 0.243 0.269 NS

ACA 0.054% 0.007 2X10* 1.66 1.48-1.88
CTA 0.024 0.024 NS

CTG 0.013 0.010 NS

Abreviaturas: fH. Frecuencia del haplotipo. SICA: Sindrome isquémico
Coronario Agudo. P: valor de p<0.05. RM: Razén de momios. IC: intervalo
de confianza. NS: No significativo
a) Se observa un incremento del haplotipo “ACA” en pacientes al
comparase con el grupo control a p<0.05.

Las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos del gen
TGF-B1 en las posiciones -509 T>C (region promotora) y T29C
(transicion en el nucledtido 29 en la regién codificadora de la
secuencia sefal) en pacientes e individuos control se muestran en la
Tabla 10. El analisis del sitio polimorfico TGF-f1 -509 T=C muestra un
incremento en la frecuencia del alelo “T” (pC=0.04. RM=1.23,
1IC95%=1.02-1.50) en pacientes cuando se compara con los
individuos control. Ademas, se observa un decremento del alelo “C” y
genotipo “CC” en los pacientes al comparar con los controles (pC=
0.04, RM=0.81, 1C95%=0.67-0.98 vy pC=0.01, RM=0.67,

1C95%=0.50-0.90, respectivamente).
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El analisis del polimorfismo T29C muestra incremento en las
frecuencias del alelo “T” (pC=10", RM=1.79, 1C95%=1.47-2.14) y
del genotipo “TT” (pC=10", RM=3.27, 1C95%=2.19-4.90) en
pacientes cuando se compara con los controles. Ademas se observo
un significativo decremento en la frecuencia del alelo “C” y del
genotipo “CC” (pC=10", RM=0.56, 1C95%=0.46-0.68 y pC=2x10",
RM=0.59, 1C95%=0.44-0.79, respectivamente) en pacientes cuando

se compara con los individuos control.

El analisis de desequilibrio de ligamiento de los polimorfismos
genéticos del TGF-f1, mostré tres de cuatro combinaciones
haplotipicas (TC, CC y TT) con importantes diferencias significativas
entre los grupos de estudio (Tabla 11). Los pacientes muestran
incremento en la frecuencia de los haplotipos (TC y TT) cuando se
compara con los controles (pC=0.009, RM=1.30 e 1C95%=1.06-1.59
y pC=4x10"?, RM=5.66 e 1C95%=2.99-8.66, respectivamente). Por
otro lado, la frecuencia del haplotipo CC se encontré disminuida en
los pacientes cuando se comparé con los controles (pC=6x107"°,

RM=0.50, e 1C95%=0.39-0.63).
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Tabla 10. Frecuencia (%) alélica (fa) y genotipica (fg) de los
polimorfismos genéticos del gen TGF-81 (TGF-B81 -509T>C y TGF-£1
T29C) en pacientes con SICA e individuos control.

SICA Controles pC RM 95%IC

TGF-B1-509 (n=449) (n=426)

Alelo n fa n fa

C 473 0.526° 493 0.578 0.04 0.81 0.67-0.98
T 425 0.473° 359 0.421 0.04 1.23 1.02-1.50
Genotipo n fg n fg

TT 101 0.224 89 0.208

TC 223 0.496 181 0.424

CcC 125 0.278° 156 0.347 0.01 0.67 0.50-0.90
TGF-B1T29C (n=449) (n=426)

Alelo n fa n fa

C 464 0.516¢ 560 0.657 107 0.56 0.46-0.68
T 434 0.483° 292 0.342 107 1.79 1.47-2.19
Genotipo n fg n fg

TT 116 0.258 41 0.096 107 3.27 2.19-4.90
TC 202 0.449 210 0.492

cc 131 0.291¢ 175 0.410 2x1070.59 0.44-0.79

Abreviaturas: SICA= sindrome isquémico coronario agudo; RM=Razon de
momios; pC= P correjida.

a y c) Se observa una disminucion del alelo “C” y genotipo “CC” en pacientes
cuando se compara con el grupo control a p<0.05.

b) Se observa un incremento del alelo “T” en pacientes cuando se compara con
el grupo control a p<0.05.

d y g) Se observa una disminucion del alelo “C” y genotipo “CC” en pacientes
cuando se compara con los controles a p<0.05.

e y f) Se observa un incremento en el alelo “T” y genotipo “TT” en pacientes
cuando se compara con los controles a p<0.05

*Nota: Este andlisis se realizo en 449 pacientes, asi como en 426 controles
que se recopilaron en el ultimo afo del programa de Doctorado.
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Tabla 11. Frecuencia (%) de los haplotipos del gen TGF-81 (TGF-£81-509T=>C
y TGF-B1 T29C) en pacientes con SICA e individuos control.

SICA Controles p RM 1C95%
(n=449) (n=426)
Haplotipo  fH fH
CT 0.369 0.399 NS e -
TC 0.379% 0.320 0.009 1.30 1.06-1.59
cC 0.147° 0.259 6x107° 0.050 0.39-0.63
TT 0.104° 0.023 4X10*? 5.66 2.99-8.66

El orden de los haplotipos es de acuerdo a la posicion en el cromosoma
(rs1982073, también nombrado como rs1800470 y rs1800469).

Abreviaturas: fH. Frecuencia del haplotipo; SICA: sindrome isquémico coronario
agudo; RM: Razén de momios; IC: intervalo de confianza; NS: no significativo.

a y c¢) Se observa un incremento en los haplotipos “TC” y “TT” en pacientes al
comparase con los controles a p<0.05.

b) Se observa una disminucién del haplotipo “CC” en pacientes al comparase con
los controles a p<0.05.
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VII. DISCUSION Y CONCLUSION

Cada vez se acepta mas la teoria de que los mediadores pro- y
anti-inflamatorios producidos por la activacion de células del sistema
inmune, células endoteliales y células de musculo liso vascular son
importantes en el desarrollo de la aterosclerosis y la progresion al

sindrome isquémico coronario agudo®'®%?+201

. Varios polimorfismos
localizados en genes que codifican para las moléculas pro- y anti-
inflamatorias se tienen asociados con el riesgo a desarrollar algun
evento cardiovascular. Las citocinas IL-1, TNF-a, IL-6, INF-y, TGF- e
IL-10 son importantes en el mecanismo inmunoinflamatorio y tienen

222,223. En el

una importante influencia en la respuesta inflamatoria
presente trabajo se estudiaron 17 polimorfismos localizados en los
genes que codifican para estas citocinas en pacientes con sindrome

isquémico coronario agudo.

La IL-1 es una de las primeras citocinas pro-inflamatorias en
producirse durante el proceso aterogénico. Esta citocina presenta dos
formas biolégicamente activas, la IL-1a y la IL-1B.**® En humanos, la
IL-1B se encuentra predominantemente en circulacion y la IL-1a es
un regulador de eventos intracelulares y mediador de inflamacion
local.'**** Seis polimorfismos localizados en los genes que codifican
para el antagonista del receptor de IL-1 e IL-1 se estudiaron en los
pacientes con SICA: Cuatro sitios polimorficos (IL-1RN.4T>C, IL-

1RN.6/1C>T, IL-1RN.6/2C>G, y IL-1RN VNTR) localizados en el
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antagonista del receptor. Dos sitios mas, uno localizado en la region
promotora IL1 -511 T>C y otro de la familia 10.3 (IL-1F10.3) de los

homdlogos de IL-1.

La distribucion de los sitios polimorficos IL1 -511 T>C e IL-1F10.3
fue muy similar en pacientes y controles. Sin embargo,
interesantemente los cuatro sitios del antagonista del receptor de IL-
1 (IL-1RN.4T>C, IL-1RN.6/1C>T, IL-1RN.6/2C>G, y IL-1RN VNTR)
fueron asociados con el riesgo de desarrollar SICA, en especial el
sitio RN.6/2C>G que presento elevado riesgo de desarrollar sindrome
isquémico cororonario agudo (RM=1.99 para el alelo C y RM=2.21
para el genotipo CC). Minkelen®?* y colaboradores estudiaron 5
polimorfismos del antagonista del receptor y reportaron la asociacion
de un haplotipo nombrado H3, con riesgo de desarrollar infarto
agudo del miocardio. Los autores sugieren que éste podria explicar la
reduccion de la expresion del antagonista del receptor en los
individuos que presentan el haplotipo H3. ?** Este haplotipo incluye
dos polimorfismos que se estudiaron en nuestros pacientes
(RN.4T>C, y RN.6/1C>T). Cuando nosotros hicimos el analisis de los
polimorfismos estudiados en nuestro trabajo, también encontramos
un haplotipo (T1TC) que se asocié con el riesgo a desarrollar

sindrome isquémico coronario agudo.
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El haplotipo encontrado en nuestro estudio incluye los polimorfismos
RN.4T>C, y RN.6/1C>T asociados con infarto del miocardio en el

trabajo de Minkelen®?*,

Sin embargo, en nuestro analisis de haplotipos estos dos
polimorfismos no distinguen al haplotipo de riesgo (T1TC) de los
haplotipos de proteccion (T1TG, C2TG y T2TG). Como se puede ver,
la principal diferencia es la presencia del alelo C del RN.6/2C>G en el
haplotipo de riesgo y la presencia del alelo G en los haplotipos de
proteccion. Este polimorfismo es localizado en la region 3’ UTR. La
region 3’ UTR se encuentra en el ARNm y contiene elementos
reguladores que son esenciales para la expresiéon apropiada de
muchos genes. Estos elementos reguladores estan implicados en el
control del transporte nuclear, la poliadenilacion, la orientaciéon
subcelular, asi como la taza de traduccion y degradaciéon del ARN
225226 Esto sugiere que el polimorfismo RN.6/2C>G podria estar
relacionado con la expresion del ARNm. Sin embargo, no hay
estudios funcionales de este polimorfismo en la literatura. Otra
diferencia entre el haplotipo de riesgo y proteccion es la presencia
del alelo 1 del VNTR en el intron 2 en el haplotipo de riesgo, y la
presencia del alelo 2 en dos haplotipos de proteccién. En este caso,
el papel de este polimorfismo como marcador de susceptibilidad para

enfermedad cardiovascular es muy controversial, ya que en los

reportes internacionales se habla de resultados positivos y negativos.
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Por ejemplo, Francis?®’ y colaboradores, reporta una asociacién del
alelo 2 con enfermedad coronaria de un solo vaso, pero no con
enfermedad multiple de vasos. Estos hallazgos no fueron
confirmados en un estudio posterior que sugiriera que este marcador
no esta relacionado con riesgo de padecer alguna enfermedad
cardiovascular®®®. Tolusso®®® y colaboradores reportan que en
individuos sanos donadores de sangre homocigotos para el alelo 2
tiene una disminucion de los niveles del antagonista del receptor en
plasma comparado con los individuos que no presentan el alelo 2.
Contrario a Hurme?®*° y colaboradores, quienes reportan que
individuos con el alelo 2 tienen 1.2 veces mas incremento de
antagonista del receptor de IL-1 en plasma. Asi mismo, otros
estudios in vitro siguieren que el alelo 2 del antagonista del receptor

231,232 Estos ultimos

de IL-1 del VNTR intrén 2 eleva su produccion
resultados concuerdan con los obtenidos en nuestro trabajo en el
cual los haplotipos (T2TG, C2TG) de proteccidon presentan el alelo 2,
esto es, los individuos con estos haplotipos producen mas
antagonista del receptor, disminuyendo el efecto pro-inflamatorio de
la citocina IL-1. En resumen nuestros datos obtenidos siguieren que
los polimorfismos genéticos del antagonista del receptor de IL-1 tiene
un importante papel en el riesgo de desarrollar SICA, con alto riesgo
para el polimorfismo IL-1RN6/2G>C. Por otro lado, en nuestro

estudio fue posible distinguir un haplotipo de riesgo y 3 haplotipos de

proteccioén al desarrollo de SICA.
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El TNF-a es una citocina pro-inflamatoria con multiples actividades
biolégicas y con un potente efecto inotréopico negativo?°. Entre las
funciones biolégicas descritas para el TNF-a se encuentran la
produccion de citocinas, proteinas de fase aguda, aumento en la
expresion de moléculas de adhesion, activacion de neutréfilos y co-
estimulador de activacion de células T. Los resultados obtenidos del
analisis de los polimorfismos del gen TNF-a (TNF-a -238 A>G y TNF-a
-308T1>T2) no muestran diferencias significativas entre los grupos
de estudio. La asociacion de estos sitios polimorficos es muy
controversial en la bibliografia internacional debido a que se ha
demostrado una asociacion del alelo T2 del sitio -308 con el riesgo de
algun evento cardiovascular, miocardiopatia dilatada idiopatica®®**°°.
Por otro lado, estudios en otras poblaciones no encuentran asociacion
de este sitio con enfermedad arterial coronaria e infarto agudo del
miocardio®®’. Estos Gltimos resultados empatan con los obtenidos en
nuestros grupos de estudio, que demuestran que los sitios

polimdrficos no se relacionan con la susceptibilidad a desarrollar

sindrome isquémico coronario agudo.

Por otro lado, la IL-6 es producida por diversos tipos celulares como
las células del endotelio, del musculo liso, los linfocitos y los
macroéfagos y uno de sus principales papeles es la regulacion de la
respuesta inmune humoral, afectando Ila produccién de

inmunoglobulinas por las células B, al regular la actividad citotdxica
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de la célula T***. Evidencias experimentales indican que esta
molécula tiene un papel medular en muchas enfermedades crénicas

inflamatorias y en el dafio tisular'®.

Estudios relacionados con los
niveles de IL-6 en suero y en cultivo celular ha mostrado una
asociacion con el desarrollo y severidad de enfermedad coronaria, asi
como, con la inestabilidad de la placa ateroma tosa 99?33, El INF- y
es del tipo Il. Estructuralmente no se relaciona con el tipo | y se une
a un diferente receptor, y es codificado por un locus cromosomal
diferente. En algun tiempo se creia que solo los linfocitos CD4+,
CD8+ y las NK producian INF-y *°9'®3  Sin embargo, hay evidencia
de muchas otras células producen INF-y (células B, monocitos,

164,165  Dentro de sus

macrofagos, células dendriticas, entre otras)
funciones estéa la de inhibir la produccién de colagena®**, asi como un
papel fundamental en la inestabilidad de la placa aterosclerdtica.

Heinisch y colaboradores®'®

reporta niveles incrementados de esta
citocina en pacientes con sindrome isquémico coronario agudo
comparado con sujetos control. En este trabajo nosotros estudiamos
2 sitios polimodrficos localizados en el gen de la IL-6 y 2 localizados
en el gen del INF-y en pacientes con sindrome isquémico coronario
agudo. Los sitios polimérficos del INF-y se localizan en la regiéon
promotora (-155 y -179): el -155 se localiza rio arriba del promotor
del gen, cercano al sitio de activacion de células T, afectando la

estabilidad de esta region elevando la produccién de la proteina®®.

Bream y colaboradores reportan que el sitio -179 tiene un importante
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efecto en la expresion del INF-y en células T en respuesta a TNF-a
205 sin embargo, el efecto de estos dos polimorfismos no fue
observado en nuestro estudio en el cual se muestra una distribucién
similar de dichos polimorfismos en pacientes con sindrome isquémico
coronario agudo e individuos control. Con respecto a los
polimorfismos del gen de IL-6, nuestro estudio muestra similar
distribucion del polimorfismo -1426 G>T en pacientes y controles.
Sin embargo, se observa una asociaciéon negativa del polimorfismo -
572G>C con el riesgo de desarrollar SICA. Individuos con SICA
presentan una disminuciéon en la frecuencia del genotipo -572 CC
cuando se compara con los individuos control. Este polimorfismo que
es idéntico al -634 G=>C se asocia con la progresion de nefropatia
diabética e incremento de los niveles de IL-6 en plasma después de

un “bypass” coronario®®?¥’. En

el estudio de Kitamura vy
colaboradores®®®, reportan que células mononucleares de individuos
que presentan el alelo 634*G (-572 C) elevan la secrecion de IL-6
que aquellos individuos que carecen del alelo G (C). Los resultados
obtenidos por Kitamura son acordes con los obtenidos en nuestro
estudio, sugiriendo que individuos con el genotipo -572 CC producen
bajos niveles de IL-6, disminuyendo el efecto de esta citocina en el
desarrollo de aterosclerosis y SICA. También, el efecto del

polimorfismo -572 G>C se estudio en enfermedad coronaria y riesgos

intermedios que incluyen fibrinogeno y presién arterial®°2.
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Los datos obtenidos sugieren que el polimorfismos IL-6 -572 G>C
tiene un importante papel en el riesgo de desarrollar SICA en nuestra
poblacién. Por otro lado, el analisis del desequilibrio de ligamiento de
ambos genes (INF-y e IL-6) mostr6 que hubo haplotipos en
desequilibrio de ligamiento. Sin embargo, no se encontré ningun
haplotipo asociado que pudiera conferir susceptibilidad a desarrollar

sindrome isquémico coronario agudo en la poblacion mexicana.

La interleucina 10 (IL-10) es una citocina anti-inflamatoria que tiene
varios efectos bioldgicos incluyendo la inhibicion del TNF-a, de la IL-
18 y de la metaloproteasa 9 ***'%*_ Entre sus principales funciones
biol6gicas estan la limitacion y el “apagado” final de la reaccion
inflamatoria de un huésped en respuesta a un patégeno*®. Su efecto
sobre los macréfagos no estd limitada solo a la regulacion de
citocinas, sino también a su papel en la inhibicién de la expresion de
moléculas de adhesién, de antigenos leucocitarios humanos (HLA)
clase 11, a la presentacién de antigenos y activacién de linfocitos**°.
De hecho, en suero de pacientes con sindrome isquémico coronario
agudo se han encontrado niveles bajos de 1L-10.*4°

Estas evidencias experimentales sugieren que niveles reducidos de
IL-10 en plasma pueden favorecer la inestabilidad de la placa y el
desarrollo del sindrome isquémico coronario agudo. Los resultados
del analisis de los polimorfismos del gen IL-10 (IL-10-592C>A, IL-10-
819C>T e 1IL10-1082 A>G) muestran similar distribuciobn en los

grupos de estudio. Sin embargo, cuando se hace el analisis de
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desequilibrio de ligamiento, se observa la presencia de un haplotipo
compuesto por los alelos -592 A, -819 Cy -1082 A (ACA) con elevado
riesgo  (RM=1.66, p=2x10%) de desarrollar sindrome isquémico
coronario agudo. Koch y colaboradores, estudiaron estos mismos
polimorfismos y reportaron la asociacion de un haplotipo compuesto
por los alelos -592 A, -819 T y -1082 A nombrado “ATA”, con el
riesgo de desarrollar infarto agudo del miocardio y aterosclerosis™®’.
Los autores sugieren que esto podria explicarse por la reduccion de la
expresion de la citocina IL-10 en los individuos que presentan este
haplotipo 2*®?*'_ Cuando nosotros hicimos el anélisis de los haplotipos
considerando los polimorfismos estudiados en nuestro trabajo,
también encontramos un haplotipo “ACA” que se asocio con el riesgo
a desarrollar sindrome isquémico coronario agudo. Sin embargo, en
nuestro analisis de haplotipos, como se puede ver, la principal
diferencia es la presencia del alelo C del polimorfismo IL-10-819C>T
en el haplotipo de riesgo. Este polimorfismo es localizado en la regiéon
promotora la cual regula la transcripcion y por tanto la produccion de
la proteina. El dato obtenido sugiere que el polimorfismos IL-10 -819
C>T podria estar relacionado con la baja expresion del ARNm de IL-
10. Edwards-Smith y colaboradores, hacen un estudio funcional de
haplotipos y reportan que el haplotipo compuesto por -1082 A, -819
Cy -592 C “ACC” correlaciona con una intermedia-baja produccion de
IL-10.%*! Este resultado esta de acuerdo con nuestros resultados, ya

que la diferencia la hace el alelo -819 C. Sin embargo, no hay
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estudios funcionales para este polimorfismo que puedan definir si el
alelo -819 C pudiera estar relacionado con una baja en la expresion
de IL-10.

El factor de crecimiento transformante-f (TGF-B), es una proteina
pleiotrépica que es secretada por muchos tipos celulares tales como
los macréfagos, los linfocitos, las células de musculo liso y las
plaguetas. Es secretado en forma inactiva pero es activado cuando es

degradado proteoliticamente®®3

. Se ha descrito que el TGF-B tiene
accion anti-inflamatoria'*®. Ensayos in vitro sugieren que el TGF-B
puede regular la expresion de moléculas de adhesion de células
vasculares en humanos, inducidas por citocinas pro-inflamatorias®*.
En los dltimos afios, se ha propuesto que el TGF-f puede tener un
papel protector en la aterogénesis a través de la inhibicion de la
migracion y proliferacion de células del musculo liso y macréfagos
ejerciendo un efecto protector en la funcién endotelial*>> *°°,

Nosotros estudiamos dos sitios polimorficos TGF-B1 -509T>C y TGF-
Bl T29C localizados en el gen del TGF-B1 en pacientes con SICA.
Interesantemente, los dos sitios polimorficos fueron asociados con el
riesgo de desarrollar SICA, con alto riesgo para el alelo T y genotipo
TT (OR=1.79 y RM=3.27, respectivamente) del sitio polimorfico TGF
B1 T29C, asi como el alelo T (RM=1.23) del TGF-B1 -509T>C 2*?. En
el humano, ambos polimorfismos estan relacionados con una elevada

expresion del gen. El alelo “T” de sitio polimorfico -509 en la regién

promotora altera la union del factor de transcripcion Ying-Yang (YYI),
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intensificando la union de YYI y la funcion del promotor, elevando la
concentracion de TGF-£1.242243 E| alelo “C” del TGF-B1 (T29C) que se
encuentra en el exdn 1, resulta en una substitucion de un aminoéacido
en el codén 10 (lue-Pro), que se relaciona con el incremento en la
producciéon de TGF-B1 2*. Cambien y colaboradores, hacen un
estudio analizando el polimorfismo TGF-S1 T29C y reportan que no
hay asociacion con infarto agudo del miocardio en poblacion europea
245 También, Syrris y colabodaores, fallan en detectar una asociacién
del T29C en enfermedad arterial coronaria en poblacion del Reino
Unido 2¢. En contraste con nuestros resultados, Cambien y Syrris no
detectan una asociacion del polimorfismos T29C con infarto agudo del
miocardio y enfermedad arterial coronaria en poblacion caucasica
245,248 gin embargo, Yokota y colaboradores, reportan asociacién del
alelo T del polimorfismo T29C con el riesgo de desarrollar infarto
agudo del miocardio 2°%.

Este resultado concuerda con nuestras observaciones, sugiriendo que
el polimorfismo TGF-B1 T29C esta relacionado con la susceptibilidad a
desarrollar sindrome isquémico coronario agudo en la poblacién
Mexicana. Por otro lado, el analisis del polimorfismo TGF-1 -509T>C
en nuestro trabajo muestra una clara asociacion del alelo T con el
riesgo de desarrollar SICA, en contraste con los resultados obtenidos
por Mark y colaboradores, quienes reportan que el polimorfismos
TGF-B1 -509T>C no esta relacionado con enfermedad arterial

247

coronaria Los resultados obtenidos de nuestro estudio son
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consistentes con otros estudios que relacionan otras enfermedades de
tipo inflamatorio #13:248:249

Crubo y colaboradores estudiaron tres polimorfismos del TGF-B1 y
reportaron la asociacion de un haplotipo compuesto por los alelos
TGF-B1 -800G, TGF-B1 29T y TGF-B1 -509C nombrado GTC, con
riesgo de desarrollar infarto agudo del miocardio. Los autores
sugieren que esto podria ser explicado por la reduccion en la
expresion del TGF-B1 en los individuos que presentan este haplotipo
250 Este haplotipo incluye los dos polimorfismos que se estudiamos
en nuestros pacientes (TGF-B1 -509T>C, y TGF-B1 T29C). Cuando
nosotros hicimos el analisis de los haplotipos considerando los
polimorfismos estudiados en nuestro trabajo, también encontramos
un haplotipo (TT) con alto riesgo a desarrollar SICA (RM=5.66 y
p=2x10'?). Ademas, de otro haplotipo (TC) que podria estar
confiriendo una intermedia-baja susceptibilidad de desarrollar SICA
(RM=1.30 y p=0.009).

Este ultimo resultado coincide con el reportado por Crubo y col. 2°°.
Sin embargo, en nuestro analisis de haplotipos uno de los
polimorfismos si distingue los haplotipos de riesgo (TC y TT) de los de
proteccion (CC, CT). Como se puede ver, la principal diferencia es la
presencia del alelo T del TGF-B1 T29C en el haplotipo de riesgo y la
presencia del alelo C en los haplotipos de proteccién. Esto sugiere

que el polimorfismo TGF-B1 T29C podria estar relacionado con la baja

expresion del RNAm del gen del TGF-B1. Ademas, los resultados
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obtenidos en este trabajo coinciden con los estudios funcionales de
estos polimorfismos en la literatura.

En conclusion, nuestros datos sugieren que los polimorfismos de los
genes TNF-o e INF-y no se asocian con el desarrollo de SICA. Sin
embargo, el andlisis de los sitios polimorficos del antagonista del
receptor de IL-1, de la IL-10, del TGF-B y de la IL-6 -572G>C,
muestran una clara asociacion de dichos polimorfismos con la
susceptibilidad al desarrollo del sindrome isquémico coronario agudo
en la poblacion mexicana. Estudios adicionales en otras poblaciones
podrian ayudar a definir bien el verdadero papel de estos marcadores
como factores de riesgo para el desarrollo del sindrome isquémico

coronario agudo y la enfermedad arterial coronaria.
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IX. ANEXOS

TECNICA DE EXTRACCION DE DNA POR EL METODO DE EXPULSION SALINA.

1. Recolectar 8-10 ml de sangre total periferica con anticoagulante (EDTA).

2. En un tubo falcén de 50 ml. poner 40 ml de solucién de lisis (SLR 1X),
vaciar toda la sangre en el tubo. Mezclar vigorosamente la solucion.

3. Centrifugar la solucion a 1200 rpm/10 minutos

4. Quitar el sobrenadante con una pipeta con cuidado,_sin tocar el precipitado.

5. Agregar nuevamente sol. SLR 1X hasta 40 ml. Centrifugar a 1200 rpm/10
minutos.

6. Quitar el sobrenadante; hasta que el precipitado este limpio (sin presencia
de eritrocitos). En este paso se puede invertir el tubo y dejarlo escurrir. Repetir
el lavado las veces necesarias para su limpieza.

7. Agregar en el tubo falcén: 259ul de agua estéril, 160ul de buffer de
proteinasa, 40ul de SDS al 20% y 40ul de proteinasa K. disgregando el paquete.

8. Pasar el paquete disgregado con la solucién a un tubo Eppendorf de 1.5 ml.
Previamente marcado y mezclar vigorosamente.

9. Incubar a 37°C toda la noche o incubar a 55|°C durante 3 a 4 horas (en
este caso agregar 20ul de proteinasa K).

10. Terminada la incubacién agregar 240ul de NaCl 5M. Mezclar vigorosamente
durante 40 segundos y centrifugar a 14000 rpm/ 10 minutos.

11. Recuperar el sobrenadante en otro tubo Eppendorf sin tomar el precipitado.

12. Centrifugar nuevamente a 14000 rpm/ 10 minutos y recuperar el
sobrenadante.

13. Agregar etanol frio al 95% e invertir el tubo hasta que aparezca un
precipitado blanco (DNA).

14. Centrifugar a 14000 rpm/10 minutos.

15. Se decanta el sobrenadante y se agrega etanol frio al 70%, con el propésito

de lavar el DNA.
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16. Centrifugar a 14000 rpm/10 minutos y se desecha el sobrenadante.

17. Secar el precipitado en un desecador de DNA durante 30 minutos.

18. Agregar de 50 a 100ul de TE (tris -EDTA) y someterlo a una temperatura de
65°C durante 3 horas para que se resuspenda el DNA en el agua.

19. Medir la concentracién del DNA a 260 nm. La pureza se obtiene de medir el
DNA a 260 nm y las proteinas a 280 nm, la relaciéon entre 260/280 nos da la

pureza. Este valor debe corresponder entre 1.7-1.8

PROCEDIMIENTO PARA AJUSTAR EL DNA.

Abs a 260 nm x 50 ng (que es el indice de densidad 6ptica) x 100ul (volumen de
dilucién)= [ng/ul] x vol total del tubo = ng totales en el tubo. Este proceso se
hace en un NanoDrop 1000 Spectrophotometer.

Para ajustar a 100 ng/ul dividir los ng totales entre 100 (concentracion deseada)
y la resultante restarle el volumen que ya se tienen en el tubo. El resultado es la
cantidad que hay que agregar de agua a mi tubo para que quede ajustado el
DNA a la concentracion deseada; esto es 100 ng por ul.

Hacer diluciones a 10 ng por ul. Esto con la fineliada de ajustar el DNA para
trabajarlo en el equipo de Tiempo-Real.

EJEMPLO:

Abs 260 nm (0.056) x 50 ng x 100 (factor de dilucion)=282.2 ng/ul

282.2 x 90ul (vol. del tubo)=25425 mg en 90 ul (concentracion total)
244257/100 [concentracion que deseo]=127.125ul - 90 (vol que ya
tengo)=37.125ul que necesitdé agregar a mi tubo para tenerlo todo ajustado a
100ng/ul. La dilucion es de la siguiente manera tomar 10 ul del tubo ajustado a
100ng por ul y poner 90 de agua para que la concentracion total sea de 10ng po

ul.
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TECNICA de PCR en tiempo-real.

La amplificacion es por medio de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR en
tiempo-real). Consta de varios pasos, los cuales son de acuerdo a la manufactura
de Applied Biosystems México (ABM). ABM proporciona los reactivos que se
necesitan para este propoésito son: la mezcla maestra (master mix), los ensayos
TagMan.

La mezcla maestra (master mix) contiene los siguientes reactivos ya mezclados:
AmpliTaq polimerasa, dNTP”s con (dUTP), referencia pasiva ROX, Buffer y MgCl.
Los ensayos TagMan contienen: los iniciadores y la sonda que detectaran el sitio
polimorfico (La sonda es un oligonucleétido cuya secuencia es complementaria a
la region central del amplicon). Tiene una secuencia de 13 a 18 nucledtidos que
presentan en el extremo 5 una marca fluorescente (reportero) y en el extremo
37 un apagador que no permite la fluorescencia del reportero).

La deteccion de la PCR en Tiempo-Real se lleva acabo mediante la medicion de
fluorescencia generada en cada ciclo de amplificacién y detectada por el sistema
optico de deteccion del equipo especialmente disefiado para este propdsito. La
cantidad de fluorescencia generada en cada ciclo es proporcional a la cantidad de
producto de amplificacion generado. La determinacion de los SNP’s es por medio
de dos sondas cada una de las cuales presenta en la posicidon central una de las
variantes del nucledtido dimorfico (es decir, una de las sondas contiene el tipo
silvestre y la otra el tipo mutante), marcadas con los reporteros FAM y VIC para
diferenciarlas entre si. El principio es que la sonda se hibride perfectamente con
la secuencia blanco que es escindida por la Taq polimerasa, mientras que esta
hace un mistmach en el nucleétido dimorfico se reduce la eficiencia de unién de
la sonda a la secuencia blanco y por lo tanto se degrada por la misma Taq
polimerasa que tiene funcidn de exonucleasa.

Es decir, la sonda TagMan es complementaria a una secuencia localizada dentro
del amplicon la cual se encuentra flanqueada por las secuencias especificas de

los iniciadores que se utilizan para amplificacion de PCR, de tal forma cuando
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inicia la PCR y la polimerasa se encuentra con la sonda TagMan, esta es
degradada liberando el fluorocromo para permitir su identificacién por el sistema

de PCR en tiempo real 7900 HT.

De esta forma un aumento en la sefial de uno de los reporteros indicara
homocigocidad para el nucleétido dimorfico que reporta la fluorescencia
especifica; mientras que si se observa fluorescencia de ambos reporteros es un
indicativo de heterocigocidad.

REACTIVOS QUE SE UTILIZAN PARA LA PCR en Tiempo-Real.

1 muestra 96 muestras

5 ul master mix 530 ul

0.125 ul sonda TagMan 13 ul

0.750 ul agua 80 ul

El DNA que se pone por muestra es 4 ul a 10 ng/ul.
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EL PROGRAMA DE AMPLIFICACION.

Programa de amplificacion.

Teoc || [sc ]| [ ]

2min.

40 ciclos

@ Activacion AmpErase UNG: 50°C durante 2 minutos
@ Desnaturalizacion: 95°C durante 10 minutos

@ Alineacion y elongacion: 95°C durante 15 seg

@ Alineacion y elongacion final 60°C durante 1 minuto

@ Todo el proceso se realiza durante 40 ciclos.

ANALISIS DE RESULTADOS.

Una vez finalizado el proceso de amplificacion. Se analiza en el mismo equipo con
el software SDS 3.1 que el mismo equipo trae incluido. El andlisis que se hace es el
de discriminacién alelica, en el cual se muestra tres figuras en colores (rombo azul,
circulo rojo y triangulo verde) que indican en azul hocigocidad a la variante tipo

silvestre, el rojo hocigocidad a la variable tipo mutante y el verde herocigocidad.
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PREPARACION DE REACTIVOS IMPORTANTES EN EL LABORATORIO.

TBE 10X (para preparar 1000ml)

Pesar Tris base 54grs
Acido bérico 27.5 grs
0.5M de EDTA (pH=8.0) 20ml

Aforar con agua desionizada a pH 8.3

SOLUCIONES PARA LA EXTRACCION DE DNA

SOLUCION PARA LA LISIS DE LAS CELULAS ROJAS (SLR)

Para un litro a 20X

50ml de Tris 2M =12.12grs.
50ml de MgCI2 1M =10.16grs.
100ml de NaCl 1M = 5.78grs.

Ajustar el pH a 7.6 y aforar a 1L.
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Para preparar 1L 1X

50ml de SLR (20X) aforar a 1000mlI con H20.

BUFFER DE PROTEINASA K (5X)

Para 100ml
0.375M de NaCl = 2.19¢grs
0.12M de EDTA =4.46grs

Ajustar el pH a 8 y aforar a 100ml con H20.

Filtrar.

PROTEINASA K

Ajustarla a 10 mg/ml con H20 inyectable.

SDS AL 20%

NaCl 5M 14.6grs en 50 ml
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