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PARTICIPACION DE LOS POLIMORFISMOS Asp299Gly (rs4986790) y Thr399lle
(rs4986791) DEL GEN TLR4 EN PACIENTES CON SINDROME CORONARIO
AGUDO.

INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares, dentro de las cuales se incluyen el sindrome
coronario agudo (infarto agudo del miocardio y angina inestable), son la principal causa
de muerte en todo el mundo. Se calcula que en el ailo 2004 murieron por esta causa
17,1 millones de personas, lo cual representa un 29% de todas las muertes registradas

en el mundo; 7,2 millones de esas muertes se debieron a cardiopatia coronaria *.

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud, en México en el afio 2004 las
enfermedades de origen cardiovascular fueron la principal causa de mortalidad,
desglosado por género, en las mujeres correspondia al 28.5% (cardiopatia isquémica
14.4%) y en los hombres el 23.4% (cardiopatia isquémica el 13.4%). Se calcula que en
el afio 2030 morirdn cerca de 23,6 millones de personas por cardiopatia isquémica, y se

prevé que sigan siendo la principal causa de muerte®.

La Secretaria de Salud reporto en el afio 2008, que la principal causa de mortalidad en

México, tanto en hombres como mujeres fue la cardiopatia isquémica®.

El sindrome coronario agudo es una enfermedad de las arterias coronarias que irrigan
al corazdn, la oclusién abrupta de las arterias coronarias resulta en un dafio al musculo
cardiaco®. La ruptura de la placa ateromatosa con trombosis es el factor critico bien
establecido en la patogénesis del infarto del miocardio®. Aunque los detalles de los
mecanismos de la ruptura de la placa son desconocidos, se piensa que la inflamacion
juega un papel importante en esta patogénesis. Los mediadores inflamatorios
intervienen en la formacion del ateroma, progresion y en la ruptura de la placa, dando

como consecuencia la trombosis intraluminal®® ” &,



Los desencadenantes de la inflamacién en la aterogénesis incluyen los factores de
riesgo clasicos, como son; la hipercolesterolemia, hipertension arterial sistémica,
diabetes mellitus, obesidad, hiperhomocisteinemia, tabaquismo y las infecciones. Estos
estimulos aterogénicos provocan un dafio en la pared vascular, de acuerdo con la
teoria de respuesta al dafio propuesta por Ross, la aterosclerosis es el resultado de una
respuesta exagerada de tipo inflamatorio-fibroproliferativa®.

Los factores de riesgo antes mencionados tienen un componente genético. Debido a
que los rasgos genéticos contribuyen significativamente al riesgo global de la
cardiopatia isquémica, un numero importante de estudios se han enfocado en la
hipotesis de que la variacion en la genética del sistema inflamatorio podria incrementar
el riesgo a desarrollar la enfermedad . Varios estudios han demostrado la existencia
de sitios polimérficos en las regiones promotoras de los genes que codifican para las
citocinas pro y anti-inflamatorias que de una u otra forma podrian estar regulando su

10-14

produccion Algunos de estos sitios polimérficos han sido asociados con el

desarrollo del sindrome coronario agudo®=?,

Uno de los genes candidatos involucrado es el gen TLR 4 (por sus siglas en inglés Toll-
like receptor tipo 4) y sus polimorfismos Asp299Gly (rs4986790) y Thr399lle
(rs4986791). En diversos estudios se ha demostrado que estos polimorfismos, juegan
un papel importante en el estrés oxidativo, inflamacién y enfermedad aterosclerosa. La
sefalizacion pro-inflamatoria dependiente de TLR4 ha sido implicada en las etapas de
desarrollo de la aterosclerosis, como son; el inicio, progresién e inestabilidad de Ila
placa aterosclerosa. Se ha demostrado su participacién en la isquemia miocardica,
lesion por reperfusién, agregacion plaquetaria, insuficiencia cardiaca, etc. Su
participacion en el infarto del miocardio se ha estudiado en poblacion africana, asiatica

3368 | a revelacion de

y caucasica, hasta el momento con resultados controversiales
bases genéticas en el sindrome coronario agudo y la investigacion de variantes
geneéticas comunes en estos padecimientos pueden ser de gran utilidad en el futuro, ya
que permitird la identificacion de individuos susceptibles y a su vez el uso de mejores

tratamientos y mas dirigidos®*3*.



MARCO TEORICO

En los dltimos afios cambio el paradigma que explic6 por mucho tiempo la
aterosclerosis como resultado de una compleja interaccion de factores no accesibles a
intervenciébn médica y de factores de riesgo modificables. En ese paradigma las
alteraciones del metabolismo de los lipidos fueron el pivote del concepto de la
aterosclerosis como enfermedad crénico degenerativa®. En los Gltimos afios, un nimero
creciente de observaciones ha demostrado que la inflamacidén 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®®. El
fendbmeno 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 disminucion 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, seré la menor o mayor lesién al tejido, en especial cardiaco®**. Sin lugar a dudas
el fenbmeno inflamatorio desempefia un importante papel en el desarrollo de la
ateroesclerosis coronaria y probablemente constituye el factor de transformacién de un
sindrome coronario estable a uno inestable’*®. La respuesta inflamatoria no sélo
promueve el inicio de un proceso aterosclerotico, sino que también contribuye al

posterior crecimiento del ateroma y a la precipitacion de sucesos trombéticos agudos®®
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Los desencadenantes de la inflamacién en la aterogénesis incluyen los factores de
riesgo clasicos, como son; la hipercolesterolemia, hipertension arterial sistémica,
diabetes mellitus, obesidad, hiperhomocisteinemia, tabaquismo y las infecciones. Estos
estimulos aterogénicos provocan un dafio en la pared vascular y, de acuerdo con la
teoria de respuesta al dafio propuesta por Ross, la aterosclerosis es el resultado de una

respuesta exagerada de tipo inflamatorio-fibroproliferativa®*’.

Los datos acumulados demuestran que la concentracion 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 agudo
del miocardio (IAM) 22,

Debido a que los rasgos genéticos contribuyen significativamente al riesgo global de la
cardiopatia isquémica, un numero importante de estudios se han enfocado en la
hipétesis de que la variacion en la genética del sistema inflamatorio podria incrementar
el riesgo a desarrollar la enfermedad. Varios estudios han demostrado la existencia de
sitios polimérficos en las regiones promotoras de los genes que codifican para citocinas
pro y anti-inflamatorias que de una u otra forma podrian estar regulando su

produccion®®.

Algunos de estos sitios polimorficos han sido asociados con el desarrollo del sindrome
isquémico coronario agudo. De los estudios reportados a la fecha destacan, los
polimorfismos del receptor tipo Toll 4 (TLR4), perteneciente a una familia de
moléculas de reconocimiento que es conocido principalmente por su papel como un

importante mediador de la inmunidad innata y adaptativa®*3°.



Es importante sefalar, que el sistema inmune innato ha sido considerado por mucho
tiempo como la primera linea de defensa contra patdgenos extrafios. Sin embargo,
recientemente, se reconoce que la participacion de componentes no patdégenos de los
tejidos necréticos o dafiados puede activar la inmunidad innata. Asi, en lugar de
responder simplemente a material "extrafio”, el sistema inmune innato responde a
sefales de "peligro" que pueden ser de origen microbiano o endégeno. Los receptores
tipo Toll (TLRS) son
receptores codificados de la linea germinal, que reconocen un conjunto de patrones
moleculares asociados a patégenos. Los TLRs inducen una rapida respuesta inmune
innata y sirve como un puente a largo plazo de la respuesta inmune adaptativa®.

El TLR4 es una proteina transmembranal, inicialmente descubierta como una proteina
Toll con importante papel en el desarrollo embrionario dorso-ventral del insecto
Drosophila. Se evidencio en Drosophila que una mutacion y pérdida de la funcion de
la proteina TLR, les condicionaba una alta susceptibilidad a la infeccién por hongos,
demostrando la importancia de Toll en la respuesta antifungica en el insecto. Después
de este descubrimiento, los trabajos de Rock y col. y Medzhitov y col., de forma
independiente condujeron al descubrimiento de varios genes homoélogos para Toll, en
humanos llamados TLRs (Toll-like receptors)34°¢-%9,

El andlisis de la estructura de TLR4, revel6 que el receptor se compone de tres
dominios: un dominio extracelular rico en leucina (LRR), un dominio transmembranal, y
un dominio intracelular o TIR (dominio denominado receptor Toll-interleucina). La parte
LRR extracelular del receptor estd implicado en la union del lipopolisacarido (LPS). El
descubrimiento de que el LPS es un ligando de TLR4 vino de estudios en ratones. Los
ratones a quienes se les proporcionaban dosis altas de LPS normalmente desarrollaban
un estado similar al choque séptico causado por Gram-negativos. Hace mas de 30
afos se descubrié que dos cepas de raton (C3H/HeJ y C57BI/10ScCr) eran resistentes
a LPS. Este fenotipo, se cree que es causado por una mutacion en un gen hipotético
Ips, pero la ubicacion y la funcién de este por mucho tiempo fue desconocida. Los
estudios pioneros de Poltorak y colaboradores en 1998, identificaron al TLR4 como el
gen Ips y demostraron que el TLR4 es el sensor de LPS tanto en ratones como en

seres humanos®*,
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En general, el reconocimiento de LPS y la iniciacion de la sefalizacién de TLR4 es un
proceso complejo, que involucra a varias proteinas de sefalizacion. El LPS, es la
primera proteina circulante que se une a la proteina fijadora de lipopolisacaridos (LBP),
gue funciona como una opsonina para CD14. El CD14 actia como un catalizador para
la union de los LPS a MD-2. Después de que el LPS se transfiere a MD-2, la interaccion
compleja LPS/MD-2 con TLR4. Estudios recientes de cristalografia han dilucidado las
estructuras de este complejo. Formacion del complejo LPS/MD-2/TLR4 resulta en la
dimerizacion de el dominio TIR (Toll/interleukin-1 receptor) de TLR4, iniciando

transduccion de sefiales®.

La sefializacion del receptor TLR4 en el interior de la célula, implica varios dominios
intracelulares (TIR) que contienen proteinas adaptadoras mediadoras en la expresion
de genes pro-inflamatorios. Dos vias que inician la sefalizacién intracelular del TLR4
son las dependientes de MyD88 y las vias TRIF (receptor Toll/IL-1-dominio que
contiene una proteina adaptadora que induce al IFN-B). Una via es mediada por el
factor de diferenciacion mieloide 88 (MyD88) y la proteina adaptadora que contiene al
dominio TIR, también llamada MyD88 proteina adaptadora similar (TIRAP). La
iniciacion de la activacién a través de la via dependiente de MyD88 conduce a la
activacion del factor nuclear kB (NF-kB) y la transcripcion
de genes pro-inflamatorios. Una segunda via estd mediada por la via que contiene la
proteina TIR, también llamada molécula adaptadora relacionada a TRIF (TIRP /
TRAM), induciendo al interferon-B (TRIF). La iniciacion de la via dependiente de TRIF
conduce a la activacion del factor regulador de interferon 3 (IRF3), y la
expresion de genes inducibles de interferon B (IFN-B). Otras vias que conducen a la
activacion de los TLR 4 involucran a la Jun cinasa terminal-N (JNK) y a las proteinas
cinasas activadoras de mitdgenos (MAPKSs), aunque aun es incierto su completo

entendimiento 3464,

11



Muchas investigaciones se han realizado para comprender las vias de sefializaciéon y
respuesta inmune innata contra las infecciones por gramnegativos mediadas por TLRA4,
uno de los méas entendidos es el relacionado a los TLRs. Debido a esto, el TLR4
también proporciona un modelo ideal para estudiar las consecuencias de la variacion
genética y su relacion con la funcion del receptor, asi como su participacion en la
susceptibilidad a las enfermedades cardiovasculares®®.

A la fecha hay descritos 10 TLRs en humanos y 13 TLRs murinos. Cada uno reconoce
diferentes ligandos que producen respuestas distintas en funcion del contexto, tales
como la naturaleza de la sefial de "peligro" y el tipo especifico de célula activada.
Ademas de las células inmunes clasicas como los macréfagos y los monocitos, otras
células no derivadas de la medula Osea, participan activamente en la cascada
inflamatoria a través de la sefalizacion via TLRs. Los TLRs, se expresan en casi todas
las células del corazon, el TLR 4 se encuentran en los cardiomiocitos, en el musculo
liso y en las células endoteliales de los vasos. Por lo tanto, no es de extrafiar que el
TLR 4 este involucrado en el desarrollo de la aterosclerosis, trombosis, el remodelado

miocardico, isquemia / lesién por reperfusion e incluso la enfermedad valvular®2,

La aterosclerosis, es una enfermedad inflamatoria crénica de los vasos arteriales, en
gran parte debido a la
interaccién entre las lipoproteinas modificadas y las citocinas, el cual resulta en la
iniciaciéon de la placa y progresion de la misma. Hay pruebas de que los TLRs,
especialmente el TLRA4,

esta involucrado en el desarrollo de la enfermedad aterosclerética®2%43,

Se ha demostrado que la expresion del TLR4 es mayor en células endoteliales
localizadas, en las regiones con
el flujo sanguineo alterado, en ratones con aterosclerosis. Por otra parte, la
hiperlipidemia inducida por la dieta aumenta la expresion de TLR4 en estos sitios. La
inactivacion de TLRs en ratones conduce a una reduccion de la acumulacion de lipidos
en la ApoE, asi como una reduccién en la produccién de citocinas, especificamente de
MCP-1. Estos hallazgos sugieren que los TLRs son importantes en la aterosclerosis

independiente del colesterol de la dieta®*°.
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La sefializacion pro-inflamatoria dependiente de TLR4, ha sido implicada en las etapas
de la aterosclerosis, como son; inicio, progresion e inestabilidad de la misma. A su
vez el TLR4 es expresado en los macréfagos, en las lesiones ateroscleroticas y en el
sitio de la ruptura de la placa, en pacientes con infarto agudo del miocardio®. Se ha
establecido que las LDL oxidadas y sus componentes sirven como ligandos endégenos
de los TLR4. La expresion de la proteina TLR4 también esta demostrado estar
aumentada en células musculares lisas vasculares (CMLV) de arterias ateroscleroticas.
La sefializacion a través de TLR4 en CMLV, da lugar a un fenotipo pro-inflamatorio y
aumento en el acumulo de matriz extracelular y LDL, que contribuye a la aceleracion

de las lesiones ateroscleréticas 3414446,

Los estudios también han demostrado que los ligandos exdégenos, como el
lipopolisacéarido (LPS) en la sepsis o componentes de Porphyromonas gingivalis en las
infecciones periodontales, aceleran la aterosclerosis via activacion de TLRs. Ademaés, el
IFN-a (interferon a) producido por las células dendriticas plasmaticas en las placas
ateroscleroticas, se observo mejoraba la sefializacion TLR4 mediante la sensibilizacion
de estas células al ligando TLR4, el LPS. El IFN-a aumenta la expresién de TLR4. El
TNF-a (factor de necrosis tumoral a), IL-12 (interleucina-12) y MMP-9, son algunas de
las moléculas clave en la inestabilidad de la placa, activadas via sefalizaciéon de TLR4.
Estos datos
sugieren que los TLRs pueden ser el vinculo entre la inflamacién y la enfermedad

aterosclerdtica, en presencia o ausencia de infeccion®” .

No estd claro si el TLR4 de forma independiente o en conjunto contribuye a la
aterosclerosis. La transfeccion de DNA que codifica en humanos para TLR4, a las
paredes de la arteria cardtida de conejos aceleraba la aterosclerosis, sin embargo tuvo
un efecto menos significativo que con la transfeccion de cualquiera de los receptores de

forma individual*"®*.
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La evidencia acumulada por la investigacién basica sugiere que los polimorfismos del
TLR4 juegan un papel critico en la aterosclerosis y la enfermedad de las arterias
coronarias, lo que ha llevado a muchos grupos a examinar su significado clinico. El
grupo de investigadores de Misoguchi, encontr6 que la expresion de TLR4 se
correlaciona con la extension y severidad de la enfermedad arterial coronaria en

pacientes con angina estable*?48->4,

Como es sabido, las plaguetas son componentes clave de la trombosis, un proceso en
el que el dafio vascular termina en la formacion del coagulo, llevando eventualmente a
la isquemia y/o infarto de la zona dafiada. Estudios recientes han demostrado que las
plaguetas humanas expresan TLRs. La funcionalidad de los TLRs en las plaguetas se
ha demostrado en varios estudios, por ejemplo, el tratamiento con PAM3CSK4, un
ligando sintético del heterodimero TLRs, resulta en la agregacion plaquetaria,
adhesion, secrecion de granulos, la interaccion con los leucocitos, y la producciéon de
especies reactivas de oxigeno (ROS). Estos efectos son mediados por sefializacion
PI13-K/AKt*>°,

Basandose en estos hallazgos, es probable que la activacién del sistema inmune
innato, ya sea por patdgenos o por lesion de los tejidos, puede conducir a la progresion
de la placa aterosclerética, trombosis y como resultado final la aparicién de sindromes
coronarios agudos. Estos mecanismos podrian explicar la relacion entre la inflamacion y

la trombosis, como se describe en varios estudios %62

La isquemia del miocardio y la lesiéon por reperfusion (IM / LR), es causada por la
restauracion del flujo sanguineo del corazon después de un evento isquémico.
IrGnicamente, este proceso conduce a una respuesta inflamatoria que causa un mayor
dafo a los tejidos viables alrededor del infarto, probablemente a través de la apoptosis
acelerada. Los TLR4 estan implicados en la isquemia miocardica y la lesion por
reperfusion, sugerida por el hecho de que el uso de un antagonista de TLR4
denominado “Eritoran” en ratones, protege contra este proceso perjudicial. Este

mecanismo de proteccion puede ser atribuido a la inflamacion atenuada, como
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disminucién de la actividad mieloperoxidasa, o que conduce a pequefios infartos en
comparacion con los controles. Otros estudios han sugerido que la proteina de choque
térmico extracelular 70 (HSC70), liberada por el miocardio durante IM / lesién por
reperfusion, juega un papel clave en la respuesta inflamatoria postisquemica a traves
de la sefalizacion via TLR-4. A medida que mas datos surgen y apoyan el papel que
tiene los TLR en diversas enfermedades cardiovasculares, hay
un creciente interés en terapias dirigidas a los TLR y los componentes de la cascada de
sefalizacion pro-inflamatoria. Desde que se sabe que los TLRs contribuyen
significativamente a la patogénesis de la aterosclerosis y otras enfermedades
cardiovasculares, los investigadores han impulsado estudios de los efectos
antiinflamatorios de los medicamentos cardiovasculares disponibles y su actividad
sobre TLRs. Por ejemplo, las estatinas han demostrado inhiben la respuesta
inflamatoria mediada por TLR4 en algunos individuos con un genotipo TLR4 especifico,
gue explica el beneficio adicional de las estatinas sobre el riesgo cardiovascular de un

subgrupo especifico de la poblacion®*.

Un estudio demostré que en los monocitos, la fluvastatina regula negativamente la
sefalizacion via TLR4, en pacientes con insuficiencia cardiaca congestiva, lo que
sugiere un posible efecto beneficioso de las estatinas sobre el remodelado cardiaco.
Ademas, la lipasa endotelial ha demostrado ser aumentada por LPS a través de TLR4,
lo que conduce a la captacién de LDL por los macréfagos. Este incremento se ha
demostrado es blogueado por simvastatina. Por lo tanto, las estatinas podrian
proporcionar un nivel adicional de cardioproteccion por la actividad regulatoria del
TLR4 >4,

Los antagonistas de los receptores de angiotensina II(ARA 1) han demostrado tener
actividad antagonista de los TLRs, un estudio basado en el argumento de que la
angiotensina Il estd implicada en la respuesta inflamatoria vascular. La estimulacién con
TNF-a (factor de necrosis tumoral-alfa) y la angiotensina Il, aument6 los niveles de
RNAmM de TLR4 en cultivos de CMLV humanas. Por lo tanto, los ARA Il, ademas de

sus efectos antihipertensivos y remodelacion cardiaca, tienen un potencial benéfico
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adicional en el tratamiento de otros tipos de enfermedades cardiovasculares mediante
la modulacion de TLR y la respuesta inflamatoria. De acuerdo con propiedades
perjudiciales atribuidos a TLR4, la deficiencia de TLR4 confiere proteccion contra la

formacion de neointima y el remodelado arterial *>*’.

Algunos medicamentos en estudio, han demostrado tener actividad antagonista del
TLR4, desarrollados para varios pasos diferentes de la sefializacion del TLR4: (1) la
interaccion entre el ligando y del receptor, (2) la interaccidon entre el receptor y los
adaptadores de la via de sefializacién, y (3) actividad enzimatica de los factores
intermedios. Los anticuerpos neutralizantes del TLR4 suprimen la actividad de NFkB,

consecuencia de ello, se ha observado atenua la inflamacion mediada por TLRA4.

La variacion genética entre los TLR4 de diferentes mamiferos, se encuentra
principalmente en la region del dominio extracelular, el cual es rico en repeticiones de
leucina (LRR). La
variacion en esta region, que esta implicada en el reconocimiento de PMAPs (patrones
moleculares asociados a patdgenos), es probablemente el resultado de la evolucion de
la presion de patdgenos al hospedero®?.

La secuenciacion del TLR4 en humanos revelé que la mayor parte de la variacion de
este gen esta localizada en el tercer exdn, que codifica para el dominio LRR. A pesar de
esta gran variacion en el dominio LRR del TLR4, la frecuencia de la mayoria de los
polimorfismos es baja en las poblaciones humanas (<1%). Las excepciones, son dos
polimorfismos que se han descrito en la poblacién con frecuencias > 5%. Estos son
Asp/Gly (A/G), causando una sustitucién del aminoacido aspartato por glicina en la
posicion 399(rs4986790), y un cambio de Thr/lle (C/T) causando una sustitucion del
aminoacido treonina por una isoleucina en la posicion 399 (rs4986791). Arbour, et al.,
fueron los primeros en reportar que los polimorfismos Asp299Gly(rs4986790) y
Thr399lle (rs4986791), tenian un efecto en la respuesta que tienen algunos individuos a

los LPS inhalados (hiporespuesta)®4349,
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El hallazgo de que los polimorfismos Asp299Gly (rs4986790) vy Thr399lle (rs4986791)
del gen TLR4 tuvieran una respuesta a la endotoxina bacteriana, dio paso a la
realizacion de varios estudios de asociacion genética. Los resultados de estos estudios
llevo a conclusiones contradictorias sobre el
papel de los polimorfismos y su efecto en la susceptibilidad a infecciones bacterianas
por gramnegativos y enfermedades cardiovasculares, especificamente su asociacion
con el sindrome coronario agudo. Ello plantea el cuestionamiento de la fuente de estas
discrepancias, una posible explicacion puede ser que en estos estudios los
polimorfismos Asp299Gly (rs4986790) y Thr399lle (rs4986791), se examinaron por
separado. La mayoria de los estudios se enfocan a los polimorfismos de Asp299Gly o
de Thr399lle, pero descuidan el hecho de que también existen a manera de co-
segregacion (Asp299Gly/Thr399lle).

Los resultados en los perfiles de citocinas con el estimulo de LPS en cultivos celulares,
demostraron que solo el haplotipo Asp299Gly (rs4986790) difiere en fenotipo, este
genotipo representa un aumento de respuesta y expresion de citocinas
proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a). Es interesante que la
respuesta de citocinas inducidas por LPS en el haplotipo Asp299Gly
(rs4986790)/Thr399lle (rs4986791), no difiere de la respuesta de citocinas de tipo
salvaje3*%4%°,

En la mayor parte de la literatura describen que el genotipo Thr399lle (rs4986791)
aislado no es frecuente, por lo que su fenotipo es todavia desconocido. El genotipo del
TLR4 que altera la respuesta de citocinas tras su estimulacion por LPS, esta en el
polimorfismo  Asp299Gly (rs4986790) del gen TLR4 3%, Estudios poblacionales,
revelan distribuciones geograficas especificas de los haplotipos TLR4. Hoy dia, las
poblaciones humanas de Africa tienen 10 a 20 veces mayor frecuencia de los
genotipos Asp299Gly (rs4986790), que los otros continentes. En contraste, la poblacion
blanca muestra una ausencia casi total de los genotipos Asp299Gly (rs4986790), pero
tienen una mayor frecuencia de los haplotipos Asp299Gly (rs4986790)/Thr399lle
(rs4986791). Las poblaciones de Asia carecen de los genotipos Asp299Gly (rs4986790)
y Thr399lle (rs4986791), asi como de los haplotipos Asp299Gly/Thr39911e%. En

México, aln no se esta descrito en la literatura.
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Como consecuencia de esta distribucién geogréafica especifica, la mayoria de estudios
realizados y publicados han sido en poblaciones con un fondo genético Europeo, han
analizado el haplotipo Asp299Gly (rs4986790)/Thr399lle (rs4986791), en lugar de el
genotipo Asp299Gly (rs4986790). Hasta cierto punto, los antecedentes genéticos de las
poblaciones estudiadas pueden explicar la falta de acuerdo entre los estudios
publicados de polimorfismos TLRA4.

Términos que se utilizan para una busqueda en PubMed, los polimorfismos del TLR4
Asp299Gly (rs4986790), dio lugar a 164 articulos después de la exclusion de todos los
de revision. Estos articulos estudiaron la relacion entre los polimorfismos TLR4 y la
susceptibilidad a la enfermedad arterial coronaria (EAC) y otras enfermedades como
infecciones. La fuerte asociacion hasta la fecha descrita, entre los polimorfismos de
TLR4 y la susceptibilidad a la enfermedad ha sido reportada en parte, para infecciones
por virus sincitial respiratorio (VSR). Esto dio lugar a 157 articulos de investigacion
sobre el efecto de los polimorfismos TLR 4 Asp299Gly (rs4986790) y los haplotipos
Asp299Gly (rs4986790)/Thr399lle (rs4986791). De estos articulos, el 62% informd que
no hubo asociacion entre los polimorfismos del gen deTLR4 y la susceptibilidad a las

enfermedades cardiovasculares.

La mayoria de los articulos incluyen a poblaciones europeas (90%), y el resto de Asia
(6%) o Africa (4%). La consecuencia de los estudios con la poblacion europea, es que
en éstos estudios no se valoraba el polimorfismo Asp299Gly (rs4986790). Ademés de la
poblacién de origen, el estudio metodologia también pudo haber influido en los

resultados>*°°,

Aunque estudios de asociacion genética no encuentran correlacion entre los haplotipos
y la enfermedad, no dan una idea de las consecuencias funcionales directas de los
polimorfismos del TLR4. Varios estudios han investigado el papel funcional de los del
TLRA4. Los estudios de Arbour y Schwartz muestran que las células transfectadas con
cualquiera de los haplotipos TLR4 tienen una disminucion de la actividad de NF-kB en
comparacion con TLR4 normal. Esto sugiere que el haplotipo Asp299Gly
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(rs4986790)/Thr399lle (rs4986791) debe tener un efecto sobre el fenotipo, lo que redujo
la produccion de citoquinas de la respuesta inmune innata. Estudios in vivo han
investigado los efectos de LPS en voluntarios humanos, inyectaron 2 ng / kg de LPS,
se encontraron disminucion de los niveles de IL-6 después de 6 h en voluntarios con
polimorfismos de TLR4, también informé disminucion de la IL-13 después de 24 h de

estimulacion, lo que sugiere un efecto tardio dependiente de la via TRIF %°°°7,

Los estudios que incluyen el polimorfismo Asp299Gly (rs4986790) son escasos. Los
mejores estudios sobre el polimorfismo Asp299Gly (rs4986790), son los que se han
realizado en Africa. Hasta ahora, sélo un estudio informé la produccion de citocinas por
los individuos con el polimorfismo Asp299Gly (rs4986790), encontrando una asociacion

con la produccién de citocinas TNF-a®.

Estudios recientes, por medio de cristalografia del complejo TLR4-LPS/MD-2 revelan
que hay dos regiones de TLR4 que participan en la union del complejo LPS/MD-2.
Estos dominios conservados se encuentran en el dominio N-terminal y central del
receptor. La cristalografia muestra que la Asp299Gly (rs4986790) no esta directamente
implicada en la unién de los MD-2, pero el polimorfismo se encuentra cerca de la zona
TLR4-MD-23%%°,

Mizoquchi y col., estudiaron a pacientes con angina crénica estable y demostraron una
correlacion entre la expresion de los receptores TLR 2 y 4 en monocitos y la extension
asi como la severidad de la enfermedad arterial coronaria valorada por coronariografia
y citometria de flujo*®. Edfelt y colaboradores, en Estocolmo determinaron la
prevalencia de los polimorfismos Asp299Gly (rs4986790) y Thr399lle (rs4986791) del
gen TLR4 en una poblacion de pacientes con infarto del miocardio comparandolo con
el grupo control, encontrando una mayor asociacion de la presencia de dichos
polimorfismos en los pacientes con infarto del miocardio, en la subpoblacién de
hombres, lo que sugiri6 una mayor susceptibilidad de infarto del miocardio en las

personas con polimorfismos del TLR4*,
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Wernes, et al., realizaron un estudio en poblacién caucasica (Alemana) para ver la
relacion de los polimorfismos Asp299Gly (rs4986790) y Thr399lle (rs4986791) del
TLR4, en infarto del miocardio, este estudio no reporta asociacion con dichos
polimorfismos*®. En un estudio publicado por Enquobahrie y colaboradores, encontraron
una asociacion entre los haplotipos Asp299Gly (rs4986790)/Thr399lle (rs4986791) del
gen TLR 4y la disminucién del riesgo de infarto del miocardio no fatal®.
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JUSTIFICACION

La enfermedad arterial coronaria y su expresion clinica como sindromes coronarios
agudos, son la principal causa de muerte a nivel mundial. Este padecimiento es de
origen multifactorial, es decir en su desencadenamiento participan tanto factores
genéticos como ambientales. Dada la fisiopatogenia de este padecimiento, se sugiere
que ciertos receptores transmembana y genes candidatos codifican para citocinas pro
y antiinflamatorias, mismos que podrian ser importantes para su estudio. Resultados
previos han detectado algunas asociaciones de polimorfismos de citocinas inflamatorias
con el desarrollo de la enfermedad arterial coronaria, tal es el caso de la participacion
de los polimorfismos Asp299Gly (rs4986790) y Thr399lle (rs4986791) del gen TLR4.
Estas moléculas tienen una importante participacidon en el proceso inflamatorio
vascular, y con ello, en el inicio, desarrollo y estabilidad de la placa aterosclerética,
estrés oxidativo, proliferacion de la neointima, agregacion plaquetaria, remodelacion
cardiaca, etc. Algunos estudios han demostrado asociacion de algunos polimorfismos
de estos genes con el desarrollo de los sindromes coronarios agudos. También se han
reportado asociaciones con la extensién y severidad de la enfermedad arterial coronaria
oclusiva en pacientes con angina cronica estable, pero otros no han encontrado dicha
asociacion. Cabe destacar que los estudios realizados son pocos, sélo de Asp299Gly
(rs4986790) y llevados acabo en poblaciones caucasicas, africanas y asiaticas por lo
cual no son aplicables a nuestra poblacion, dado que presenta caracteristicas genéticas
distintas a las poblaciones mencionadas. Todo esto hace meritorio el realizar el
presente estudio con el fin de determinar la participacion de estos polimorfismos en
poblaciébn Mexicana y asi detectar marcadores genéticos de susceptibilidad para el
desarrollo de la enfermedad arterial coronaria en nuestra poblacion. Estos estudios
permitiran en un futuro cercano definir tratamientos preventivos y mejor dirigidos

considerando las caracteristicas genéticas individuales.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

Estan los polimorfismos genéticos Asp299Gly (rs4986790) y Thr399lle (rs4986791) del

gen del TLR4 asociados con el desarrollo de sindrome coronario agudo?

HIPOTESIS ALTERNA

Existe asociacion entre los polimorfismos Asp299Gly (rs4986790) y Thr399lle

(rs4986791) del gen del TLR4 con el desarrollo de sindrome coronario agudo.

HIPOTESIS NULA

No existe asociacion entre los polimorfismos Asp299Gly (rs4986790) y Thr399lle

(rs4986791) del gen del TLR4 con el desarrollo de sindrome coronario agudo.

OBJETIVOS

Objetivo Primario

Establecer si los polimorfismos Asp299Gly (rs4986790) y Thr399lle (rs4986791) del gen

del TLR4 se asocian con el desarrollo del sindrome coronario agudo en la poblacién

mexicana.

Objetivo secundario

Establecer la distribucién de los polimorfismos de TLR4 (Asp299Gly/Thr399lle), en la

poblacion estudiada.
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MATERIAL Y METODOS

El estudio fue realizado en conjunto con los departamentos de Unidad de Cuidados
Coronarios y Biologia Molecular, del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”

durante el periodo comprendido de marzo del 2009 a junio del 2011.

Disefio del estudio: descriptivo, analitico, retrospectivo del tipo casos y controles.

Poblacion de estudio:

Como grupo de casos se incluyeron 476 pacientes, pertenecientes a la poblaciéon
Mexicana, que se definen como aquellos con historia de tres generaciones previas
nacidas en territorio mexicano, no relacionados entre si, que ingresaron al Instituto
Nacional de Cardiologia con diagnéstico de sindrome coronario agudo. Diagndstico
establecido de acuerdo a la definicién universal, en un periodo comprendido de marzo
de 2009 a mayo del 2011 y que se haya demostrado por angiografia la oclusion de la
arteria responsable en los casos de infarto del miocardio y/o enfermedad aterosclerosa
en los casos de angina inestable.

Como grupo control se incluyeron a 283 individuos sanos, pertenecientes a la poblacion
Mexicana, que se definen como aquellos con historia de tres generaciones previas
nacidas en territorio mexicano, no relacionados entre si. Se define como personas
sanas a individuos sin antecedentes familiares y/o clinicos de enfermedad
cardiovascular, asintomaticos, con estudio de AngioTAC de arterias coronarias con
Score de calcio de 0 y sin evidencia de lesiones de las arterias coronarias. Todos los

individuos incluidos en el estudio formaron una carta de consentimiento informado.
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Criterios de inclusioén:

Pacientes mayores de edad (=18 afios), mexicanos.

Diagnostico de sindrome coronario agudo, establecido en el Instituto Nacional de
Cardiologia “Ignacio Chavez”, de acuerdo a la definicién universal.

Se les haya realizado coronariografia que demuestre enfermedad aterosclerosa.
Expediente clinico completo y de los estudios angiograficos.

Firma de consentimiento informado por parte del paciente.

Criterios de exclusion:

Pacientes extranjeros.

Muestreo incompleto

Infarto agudo del miocardio de etiologia diferente a la aterosclerosa.

No contar con estudio de anatomia coronaria no invasivo en el caso de grupo de

controles.

Criterios de eliminacion:

Pacientes en los cuales no haya sido posible obtener los datos en forma
confiable.
Muestra sanguinea para estudio de polimorfismo insuficiente o inadecuada.

Calidad o cantidad de DNA extraido inadecuada.

Maniobra

Se realizo veno-puncién antecubital, con las medidas de proteccion universal para la

obtencion de 15 ml de sangre periférica tanto a los pacientes como al grupo control

para su procesamiento genético.
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Extraccion de ADN

A partir de la muestra, se extrajo el DNA genomico por medio de técnicas
convencionales, descritas a continuacion®:

1.- Se recolectd6 15ml de muestra de sangre en tubo Vacutainer (tapa violeta),
conteniendo 100 ul de EDTA al 15%.

2.- Se transfirio 5 ml de sangre a un tubo de 15 ml para centrifugar y agregar 5 ml de
sal “buffer’ que contiene 10mM Tris.HCL, 10mM de KCI, 10 mM MgCI2 y 2 mM EDTA
(TKMI).

3.- Se agrego 125 uL de Nonidet P-40 (NP-40, sigma) a las células.

4.- Se centrifugo a 2200 revoluciones por minuto (RPM), por 10 minutos a temperatura
ambiente (RT) en una camara de Beckman (modelo TJ-6).

5.- Se extrajo el sobrenadante, excepto el aditamento principal. Se lavo el aditamento
en 5 ml de buffer TKMI y se centrifugo como el anterior.

6.- Se suspendio6 el aditamento en 0.8 ml de sal “buffer” que contenia 10 mM Tris HCI
pH de 7.6, 10mM KCL, 10 mM MgCI2, 0.4 M NaCly 2mM EDTA (TKM2).

7. Se agrego 50 ul de SDS al 10% a través de una pipeta y se incubo por 10 minutos a
55° C.

8.- Se agreg6 0.30 ml de 6 M NacCl en el tubo.

9.- Centrifugando a 12000 RPM por 5 minutos, en microcentrifugadora.

10.- Se conservé el sobrenadante que contiene DNA y se descartd la proteina
precipitada.

11.- Se agreg6 2 volumenes de etanol al 100% a temperatura ambiente hasta precipitar
el DNA.

12.- Retirando el precipitado de DNA en un tubo de microcentrifugacién que contenia
1ml de etanol al 70% a muy baja temperatura (frio).

13.- Microcentrifugando por 5 minutos a 12000 RPMN a 4° C.

14.- Se extrajo el precipitado en una Speed-vac, suspendiendo el DNA en 0.5 ml de 10
mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0 a 65° C por 15 minutos.

15.- Se midio la concentracién de DNA tomando A260 y A280, y se checo la calidad del
DNA a través de electroforesis en gel de agarosa.
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Sitios polimdrficos que fueron analizados.

De acuerdo a los reportes previamente publicados de asociacion entre polimorfismos
del receptor de TLR 4 y sindrome coronario agudo, en otras poblaciones, nosotros

decidimos estudiar los siguientes 2 polimorfismos:
- Localizados en el exdn 3 del TLR4; Asp299Gly y Thr399lle.
Determinacion de los polimorfismos.

De acuerdo a la experiencia del departamento de Biologia Molecular, se utilizé la
técnica de PCR en tiempo real para la determinacion de los distintos polimorfismos. Los
alelos fueron asignados con un programa de discriminacion alelica. Los ensayos
TagMan para la PCR en tiempo real fueron disefiados por la compafia Applied
Biosystems (Foster City, CA. USA). Los ensayos fueron corridos en un equipo 7900 HT
Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystem, Foster City, CA, USA).

Analisis estadistico

Las frecuencias alelicas y genotipicas de los polimorfismos del gen del receptor TLR4
analizadas se obtuvieron por conteo directo. En cada grupo de estudio se evalud el
equilibrio de Hardy-Weinberg por medio de la prueba de chi-cuadrada (X?). Las
diferencias entre grupos se determinaran usando la prueba de X? de Mantel-Haenzel, la
cual combina tablas de contingencia de 2x2 usando el programa estadistico EPIINFO
(V. 5.0; USD Incorporated 1990, Stone Mountain, GA, USA). Cuando el numero
comparado en alguna celda sea menor a 5, se utilizé la prueba Exacta de Fisher. El
valor de p fue corregido (pC) multiplicando su valor por el nUmero de comparaciones
realizadas en cada locus, con un nivel de significancia estadistica establecido como
pC<0.05. El analisis de haplotipos y desequilibrio de ligamiento se realiz6 utilizando el
programa Haploview 4.1 (Broad Institute of Massachussets Institute of Tecnology and
Harvard University, Cambridge, MA, USA).
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RESULTADOS

Del periodo comprendido de marzo del 2009 a junio del 2011, la poblacién estudiada
con sindrome coronario agudo estuvo constituido por 476 pacientes (hombres 381y
mujeres 95, edad promedio 59.76 afios + 11.01) y el grupo de poblacién sana fue 283
(hombres 202 y mujeres 81, promedio de edad 55.4 afios + 7.23). Ver tabla 1.

Los sindromes coronarios agudos se distribuyeron de la siguiente manera: Infarto
agudo del miocardio 350 pacientes y de angina inestable 126 pacientes (ver tabla 2).
Los datos obtenidos del sitio polimérfico Asp299GI| (rs4986790), muestran una
distribuciéon muy similar entre pacientes y controles, el alelo Asp (A); en SICA y
controles fue de 96% y 97% respectivamente, el alelo Gly (G); en SICA y controles, tuvo
una distribucidén de 5% y 2% respectivamente. Los genotipos AspAsp (AA); en SICAy
controles se encontré en 93% y 94% respectivamente, el AspGly (AG); se encontré en
6% y 5%, respectivamente. El GlyGly (GG) con distribucién nula (0%). Los datos
obtenidos del sitio polimérfico TLR4 Thr399lle (rs4986791) muestran una distribucion
en casos y controles, de la siguiente manera, el alelo Thr (C); se encontr6 en 96% y
97% respectivamente, el alelo lle (T); en 3% y 2% respectivamente. Los genotipos del
alelo ThrThr (CC); con una distribucion de 93% y 94% respectivamente, lleThr (TC) en
6% y 5% respectivamente, el genotipo llelle (TT) con nula distribucién (todas ellas con

una p= 0.4, sin significancia estadistica). Ver tabla 3 y gréficas 1-4.

Tabla 1. Caracteristicas basales de los grupos de casos con SICA y controles

sanos.
SICA (n: 476) Controles (n:283)

Edad 59.7+ 7.23 55.6+7.23

Mujeres 95 81

Hombres 381 202

Abreviaturas: SICA; sindrome coronario agudo.
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Tabla 2. Distribucion de los sindromes coronarios agudos

SICA No de pacientes (n: 476) | %
Infarto agudo del miocardio 350 73.5
Angina inestable 126 26.5

Abreviaturas: SICA; sindrome coronario agudo.

Tabla 3. Frecuencia de alelos y genotipos de los polimorfismos del TLR4 (TLR4
Asp299 y TLR4 399lle) en sindrome coronario agudo y controles sanos, en

poblacion Mexicana.

SICA Controles P

TLR4 Asp299 | (n: 476) (n:283)

Alelo N af N af

A(Asp) 919 0.965 550 0.971 NS
G(Gly) 33 0.034 16 0.028 NS
Genotipos N of N of

AA (AspAsp) | 443 0.930 267 0.943 NS
AG(AspGly) 33 0.069 16 0.056 NS
GG(GlyGly) 0 0 0 0 NS
TLR4 399lle (n:476) (n:283)

Alelo N af N af

C(Thr) 919 0.965 550 0.971 NS
T(lle) 33 0.034 16 0.028 NS
Genotipos N of N of

CC(ThrThr) 443 0.930 267 0.943 NS
TC(lleThr) 33 0.069 16 0.056 NS
TT(llelle) 0 0 0 0 NS

En las dos poblaciones de estudio se evalu6 el equilibrio de Hardy-Weinberg por medio
de la prueba de chi-cuadrada (X?). Abreviaturas: SICA; sindrome coronario agudo, p:

valor de p, NS; no significativa. Asp; aspartato, Gly; glicina, Thr; treonina, Ile; isoleucina.
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Gréfica 1. Distribucién de los alelos A/G del polimorfismo Asp299Gly (rs4986790)
en sindrome coronario agudo y controles sanos, en poblacion Mexicana.
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Se puede observar la distribucion muy similar de los alelos A/G en ambos grupos de

casosy controles.

Grafica 2. Distribucion de los genotipos AA/AG/GG del polimorfismo Asp299Gly
(rs4986790) en sindrome coronario agudo y controles sanos, en poblacion

Mexicana.
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Se puede observar la distribucion muy similar de los genotipos AA/AG en ambos grupos

de casos y controles. Y la nula distribucion de los genotipos GG en ambos grupos.
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Gréfica 3. Distribucién de los alelos C/T del polimorfismo Thr399lle (rs4986791) en

sindrome coronario agudo y controles sanos, en poblacion Mexicana.
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Se puede observar la distribucion muy similar de los alelos C/T en ambos grupos de

casos y controles.

Grafica 4. Distribucion de los genotipos CC/TC/TT del polimorfismo Thr399lle
(rs4986791) en sindrome coronario agudo y controles sanos, en poblacion

Mexicana.
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Se puede observar la distribucion muy similar de los genotipos CC/TC en ambos grupos

de casos y controles. Y la nula distribucion de los genotipos TT en ambos grupos.
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En el analisis de los haplotipos la distribucién fue de la siguiente manera, el haplotipo
AC estuvo en el 95% de los casos y en el 96% de los controles, el haplotipo GT en el
2% de los casos y en el 2% de los controles (con una p, sin significancia estadistica).
Se observo existencia de co-segregacion de AC y GT pero sin significancia estadistica

para su participacion en SICA (ver tabla 4, figura 1 y gréafica 5).

Tabla 4. Distribucion de haplotipos de los polimorfismos del TLR4 Asp299Gil
(rs4986790) y Thr399lle (rs4986791) en pacientes con SICA y controles.

Haplotipo Frecuencia de Frecuencia de X? Valor de P
casos controles

AC (Asp/Thr) | 0.958 0.968 1.008 | 0.3155

GT (Glyllle) 0.027 0.025 0.092 | 0.7621

Existe co-segregacion de AC y GT pero sin significancia estadistica para su
participacion en SICA. Abreviaturas: SICA; sindrome coronario agudo. X?: chi-cuadrada.

Figura 1.

rs4986790
rs4966791

Elock 1 {0 ki)
1 2

Figura 1. La figura representa el
desequilibrio de ligamiento entre los
polimorfismos Asp299GI (rs4986790) y
Thr399lle (rs4986791) con delta prima
(D") igual a 8.0, mostrando que ambos

polimorfismos segregan juntos.
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Gréfica 5. Distribucién de haplotipos de los polimorfismos del TLR4 Asp299Gl
(rs4986790) y Thr399lle (rs4986791) en pacientes con sindrome coronario agudo

y controles.
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DISCUSION

En los ultimos afios, un nimero creciente de observaciones han demostrado que la
inflamacion juega un papel muy importante en la patogenia de la aterosclerosis y de sus
complicaciones®®. El fenémeno inflamatorio se inicia cuando las lipoproteinas
circulantes quedan atrapadas en la matriz extracelular subendotelial y se oxidan,
adquiriendo asi propiedades pro-inflamatorias, todos estos eventos van provocando un
aumento en el volumen del ateroma o placa ateromatosa y la consecuente disminucion
de la luz arterial llegando incluso a ocluirla por completo lo que generara isquemia del
tejido irrigado por tal vaso. 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 lesién al tejido, en especial cardiaco®™*2.
Sin lugar a dudas el fendmeno inflamatorio desempefia un importante papel en el
desarrollo de la ateroesclerosis coronaria y probablemente constituye el factor de
transformacién de un sindrome coronario estable a uno inestable’**®. La respuesta
inflamatoria no s6lo promueve el inicio de un proceso aterosclerdtico, sino que también
contribuye al posterior crecimiento del ateroma y a la precipitacion de sucesos
trombéticos agudos®® *’. Los desencadenantes de la inflamacién en la aterogénesis
incluyen los factores de riesgo clasicos, como; la hipercolesterolemia, hipertension
arterial sistémica, diabetes mellitus, obesidad, hiperhomocisteinemia, tabaquismo y las
infecciones. Los factores de riesgo antes mencionados tienen un componente genético.
Debido a que los rasgos genéticos contribuyen significativamente al riesgo global del
sindrome coronario agudo, un numero importante de estudios se han enfocado en la
hipétesis de que la variacion en la genética del sistema inflamatorio podria incrementar

el riesgo a desarrollar la enfermedad?®.

Uno de los genes candidatos involucrado es el gen TLR 4 (de sus siglas en inglés Toll-
like receptor tipo 4) y sus polimorfismos Asp299Gly (rs4986790) y Thr399lle
(rs4986791), ya que se ha demostrado en diversos estudios, que juegan un papel
importante en el estrés oxidativo, inflamacion y enfermedad aterosclerosa. La

sefalizacion pro-inflamatoria dependiente de TLR4, ha sido implicada en las etapas de
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la aterosclerosis como son; inicio, progresion e inestabilidad de la placa

aterosclerética®%,

Diversos estudios principalmente en poblaciones caucasicas,
africanas y asiaticas han sugerido la participacion de los polimorfismos Asp299GI
(rs4986790), Thr399lle (rs4986791) en la susceptibilidad al desarrollo del sindrome
coronario agudo. Los resultados reportados hasta ahora han sido contradictorios, con
asociaciones positivas y negativas. Mizoquchi y colaboradores, estudiaron a pacientes
con angina cronica estable, en donde demostraron una correlacién entre la expresion
de los receptores TLR 4 en monocitos, y la extension y severidad de la enfermedad
arterial coronaria valorada por coronariografia y citometria de flujo*. Edfelt y
colaboradores, en Estocolmo determinaron la frecuencia de los polimorfismismos
Asp299Gly (rs4986790) y Thr399lle (rs4986791) del TLR4 en una poblacion de
pacientes con infarto del miocardio comparandolo con el grupo control, encontrando
asociacion de los polimorfismos estudiados con infarto del miocardio, en la
subpoblacién de hombres, lo que sugiri6 una mayor susceptibilidad de infarto del
miocardio en las personas con alelos de polimorfismos del TLR4**. Wernes y col.,
realizaron un estudio en poblacion caucéasica (Alemana) para ver la relacion de los
polimorfismos Asp299Gly (rs4986790) y Thr399lle (rs4986791) del gel del TLR4 con
infarto del miocardio, en este trabajo no se reporto asociacién de estos polimorfismos
con el desarrollo de IM*. En un estudio publicado por Enquobahrie y colaboradores,
encontraron una asociacion entre los haplotipos Asp299Gly (rs4986790)/Thr399lle
(rs4986791) del TLR 4 y la disminucién del riesgo de infarto del miocardio no fatal®®.

Por las funciones antes descritas del TLR4 y sus polimorfismos, aunado a que no se
han realizados estudios de su participacion en poblacién Mexicana, en este estudio se
decidié estudiar la participacion de los polimorfismos de los alelos Asp299Gly
(rs4986790), Thr399lle (rs4986791) vy los haplotipos Asp299Gly (rs4986790)/Thr399lle
(rs4986791) en el sindrome coronario agudo. Se estudiaron 476 pacientes con SICA
(hombres 381 y mujeres 95, edad promedio 59.76 afios + 11.01) y el grupo de
poblacién sana fue 283 (hombres 202 y mujeres 81, promedio de edad 55.4 afios *
7.23). Los sindromes coronarios agudos se distribuyeron de la siguiente manera: infarto

agudo del miocardio (IAM) 350 pacientes y de angina inestable 126 pacientes.
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Nosotros, no encontramos asociacion entre los polimorfismos Asp299GI (rs4986790) y
Thr399lle (rs4986791), y el desarrollo del sindrome coronario agudo. No hubo
asociacion relacionada con los alelos, genotipos y haplotipos, tanto en mujeres como en
hombres Mexicanos, acorde a los reportado por algunos estudios como el de Wernes.
Los resultados negativos, pueden ser consecuencia de la estratificacion de la poblacion,
en relacion a la distribucion de las areas geograficas y a la heterogeneidad genética en
nuestro pais. La distribucion de los polimorfismos de los alelos Asp299GlI (rs4986790) y
Thr399lle (rs4986791), asi como de los haplotipos fue similar tanto en casos como en
los controles (p= 0.47 OR .78 1C0.3-1.5), el andlisis de desequilibrio de ligamientos
muestra que ambos polimorfismos segregan juntos, sin embargo no se encontrd
asociacion de los haplotipos con la susceptibilidad al desarrollo de SICA. Existe una
baja distribucion del alelo G en el polimorfismo TLR4 Asp299 y una nula distribucion del
genotipo GG. Existe una baja distribucién del alelo T en el polimorfismo TLR4 399lle y

una nula distribucién del genotipo TT en este mismo polimorfismo.

En resumen el presente estudio sugiere que los polimorfismos del TLR4 Asp299Gl
(rs4986790), Thr399lle (rs4986791) no tienen un papel importante en la susceptibilidad
al desarrollo del sindrome coronario agudo en la poblacibn mexicana. Este resultado

404368 ge requieren

corrobora resultados previos publicados en otras poblaciones
estudios adicionales con un mayor nimero de pacientes y en otras poblaciones, para
definir el verdadero papel de estos polimorfismos y su participacion en el sindrome

coronario agudo.
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CONCLUSIONES

Los datos obtenidos en este estudio de casos y controles, sugieren que no hay una
asociacion genética directa entre los polimorfismos Asp299Gly (rs4986790) y Thr399lle
(rs4986791) del gen TLR4 y la susceptibilidad al desarrollo de los sindromes
coronarios agudos. Sin embargo, el andlisis de desequilibrio de ligamientos muestra
que ambos polimorfismos segregan juntos, no obstante la construccion de los
haplotipos no se asocian con la susceptibilidad al desarrollo del sindrome coronario
agudo. Sabemos de la importancia de la aterosclerosis en el sindrome coronario
agudo, como resultado de un proceso inflamatorio, si bien se sabe de los factores de
riesgo clinicos clasicos hasta ahora descritos, se debe hacer énfasis en el analisis de
los factores genéticos que contribuyen a la patogénesis del mismo, los resultados hasta
ahora obtenidos en la literatura, sugieren la existencia de otros factores que intervienen
en la presencia del SICA. Por lo que se requiere de la busqueda de otros sitios
polimorficos de TLR4 que probablemente pudieran estar involucrados en conjunto con
los hasta ahora estudiados. La investigacién de variantes genéticas comunes en estos
padecimientos puede ser de gran utilidad en el futuro ya que permitira la identificacion

de individuos susceptibles y permitira el uso de mejores tratamientos y mas dirigidos.
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TITULO: “Genética de la Enfermedad Arterial Coronaria”

Investigadores principales: Dr. José Manuel Fragoso Lona, Dr. Gilberto Vargas Alarcén,
Dr. Jesus Erick Cruz Martinez.

Propésito y Descripcién:

Algunos cientificos han conducido investigaciones para aprender cdmo es que nuestros genes
(ADN heredados de nuestros padres) afectan nuestras caracteristicas fisicas y nuestra salud.
Sabemos que algunos genes controlan el color de ojos o del cabello de las personas, otros
regulan si las personas se sienten mejor al tomar algin medicamento en particular, otros mas
pueden incrementar el riesgo de padecer enfermedades tales como la enfermedad de las
arterias del corazén.El Departamento de Biologia Molecular, estdn realizando el estudio de
genes que pueden estar relacionados con la enfermedad de las arterias del corazon. A usted se
le ha invitado a formar parte de esta investigacion genética, debido a que usted tiene
Enfermedad Arterial Coronaria (obstruccion de las arterias del corazoén).

El objetivo de este estudio genético incluye:
- ldentificar las razones genéticas del porque, personas como usted, padecen
enfermedad de las arterias del corazén, y otras se encuentran clinicamente sanos.

Una muestra de sangre le serd extraida para los objetivos antes mencionados. Cientificos
usaran su informacion clinica en conjunto con su material genético para conducir estudios
relacionados con la enfermedad de las arterias del corazon.

Si existe algo diferente al estudio que usted no comprenda después de leer esta informacion,
por favor pregunte al médico del estudio o a su equipo.

Procedimientos

El ADN seréa separado y analizado de su muestra de sangre. El ADN podréa ser almacenado o
utilizado por el Departamento de Biologia Molecular. Su muestra ser& codificada de acuerdo al
namero que se le asigne en el estudio. Cualquiera que tenga acceso a su muestra de ADN, sus
resultados o su andlisis, no tendra acceso a su nombre.

Iniciales del paciente

Numero del paciente
Consentimiento Informado para Investigacion Genética 41 de 43
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Riesgos Fisicos

Durante el procedimiento para obtener la muestra de sangre de una vena del brazo, puede
sentir alguna molestia o dolor ligero. En algunas personas se puede presentar un hematoma
(moretdn) que desaparece en varios dias.

Riesgos de la Informacion

Algunas personas estan preocupadas porque a la informacién genética se le puede dar un mal
uso. Dicha preocupacion incluye la negacion a un empleo y al acceso a un seguro médico. El
Departamento de Biologia Molecular del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez” se
asegurard que nadie tenga acceso a la informacion genética de los estudios de su ADN
(material genético) exceptuando los investigadores de dicho Departamento y de sus
autoridades regulatorias. Su muestra no serd identificada con su nombre. Los resultados
genéticos identificables e individuales no seran publicados.

Beneficios

El participar en esta investigacion genética no tendra beneficio inmediato para usted. Sin
embargo, su participacién en esta investigacion podra ayudar a las personas con enfermedad
de las arterias del corazén en el futuro (incluyéndolo a usted posiblemente) a través de mejoras
en los diagnésticos y los tratamientos. Esta investigacion podra permitir a los investigadores
identificar algunos genes que favorecen la aparicion de la enfermedad del corazon.

Confidencialidad

El material genético obtenido de su sangre, serd almacenado bajo la direccién del
Departamento de Biologia Molecular del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez” en
un lugar seguro. El uso de su material genético, datos e informacion relacionada al protocolo
sera limitado a los investigadores del Departamento de Biologia Molecular del Instituto Nacional
de Cardiologia “Ignacio Chavez’. El uso de su material estara limitado a los propdsitos
mencionados anteriormente.

Iniciales del paciente

Numero del paciente
Consentimiento Informado para Investigacion Genética 3de 43
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Declaracion Voluntaria

Entiendo el propésito de la muestra de genotipo ADN, todas mis preguntas han sido aclaradas a
mi satisfaccion. Permito libremente al equipo del estudio el obtener una muestra de mi sangre
para el genotipo DNA.
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z Firma de la persona que obtiene el Consentimiento Informado
-
o Nombre Direccion
S
'_
[%2]
w
[
d d m m m a
Relacién con el paciente Firma Fecha
N . .z
o Nombre Direccion
S
'_
(%]
L
[
d d m m m a
Relacién con el paciente Firma Fecha
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