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POLIMORFISMOS DE UN SOLO NUCLEOTIDO EN EL PROMOTOR DEL
GEN DEL RECEPTOR CD14 Y SU ASOCIACION CON INFARTO DEL

MIOCARDIO, EN UNA POBLACION MEXICANA.

INTRODUCCION: El Infarto Agudo del Miocardio (IAM) y la Angina Inestable
forman parte de un conjunto de sindromes cardiovasculares conocido como
Sindromes Isquémicos Coronarios Agudos (SICA), en los cuales el mas
importante mecanismo fisiopatolégico productor de isquemia es una reduccién
en el aporte miocardico de oxigeno debido a una fisura en una placa
aterosclérotica con vasoconstriccion y trombosis asociada’.

La aterosclerosis es la causa mas frecuente de morbimortalidad en el mundo
occidental, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha predicho que, en un
futuro proximo, la aterosclerosis se convertira también en la primera causa de
mortalidad a nivel mundial®. En nuestro pais, de acuerdo con las cifras mas
recientes reportadas en el aflo 2001 por el Instituto Nacional de Estadistica,
Geografia e Informatica (INEGI)®, las principales causas de mortalidad general
fueron la diabetes mellitus y las enfermedades isquémicas del corazén.

La aterosclerosis es una enfermedad de las arterias elasticas (p. ej; aorta,
arterias caroétidas e iliacas) y de las arterias musculares de tamafo grande y
mediano (p. ej; arterias coronarias y popliteas) *°. El término aterosclerosis se
refiere a la acumulacion focal, intra y extracelular de lipidos, con formacion de
células espumosas junto con la hipertrofia e hiperplasia de los miocitos y la
distrofia de la matriz extracelular de la intima y media de las arterias*®®’.

Como ya se establecié previamente en la definicion, la aterosclerosis no afecta



a las arterias de un modo uniforme, sino que es una enfermedad focal, esto
contrasta con el hecho de que los factores de riesgo clasicos conocidos para
desarrollar aterosclerosis como la hipertension arterial, la dislipidemia, la
diabetes mellitus y el tabaquismo son sistémicos y probablemente ejercen su
accion en todas las partes del sistema arterial®. Este contraste demuestra que
los factores de riesgo sistémicos deben actuar conjuntamente con factores
locales como pueden ser las fuerzas a las que es sometido el endotelio
vascular por parte del flujo sanguineo*®. Los factores de riesgo clasicos o
convencionales comentados previamente forman parte de lo que ahora
conocemos como sindrome metabdlico, que ha sido definido por el National
Cholesterol Education Program (NCEP), en su tercer reporte®®'°. El sindrome
metabolico se define por la presencia de tres de cinco componentes que
incluyen: 1) cifras de presion arterial mayor o igual a 130 mmHg de sistélica y
para la diastélica mayor o igual a 85 mmHg, 2) glucemia de ayuno mayor o
igual a 110mg/dl, 3) circunferencia abdominal en hombres mayor de 102cm y
en mujeres mayor de 88cm, 4) colesterol de alta densidad (HDL) en hombres
menor de 40mg/dl y en mujeres menor de 50mg/dl y 5) triglicéridos mayor o
igual a 150mg/dl (4). En nuestro pais, el Grupo de Estudio del Sindrome
Metabdlico'" establecié los lineamientos diagnésticos y en el afio 2002, el
Consenso Mexicano sobre el Tratamiento Integral del Sindrome Metabdlico'?
establece los lineamientos terapéuticos para poblaciéon mexicana. Un aspecto
muy importante de este sindrome, es que ahora se reconoce como una entidad
proinflamatoria'®. Desde hace varios afios Ross y Libby describieron el papel
de la inflamacién en las distintas fases del proceso aterosclerético®’. La

activacion celular; la adhesiéon leucocitaria al endotelio; la migracion de
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monocitos; la proliferaciéon y migracion de células musculares lisas; la alteracion
en el metabolismo de las lipoproteinas; y la coagulabilidad son eventos con un
alto impacto en el desarrollo de la aterosclerosis*>®"

Es por ello que no sorprende, que con el advenimiento de las técnicas de
biologia y genética molecular, diversos grupos de investigadores se dieran a la
tarea de buscar polimorfismos genéticos asociados a la enfermedad
aterosclerética y los SICA. Las primeras lineas de investigacion en este sentido
se orientaron a la busqueda de polimorfismos en moléculas proinflamatorias y
su posible asociacion con la aterosclerosis. Las primeras moléculas estudiadas
fueron: el Factor de Necrosis Tumoral a (TNFa)' y la Interleucina 1 (IL1)"?,
ambas implicadas de forma importante en la inflamacién. Los estudios de los
polimorfismos en estas moléculas no mostraron asociacion con los SICA™. Una
de las lineas de investigacion recientemente reportadas se centré6 en el
polimorfismo del promotor del gen del receptor CD14 que tiene entre otros,
como ligando al lipopolisacarido (LPS o endotoxina)'*'*'®. El receptor CD14 es
una glicoproteina de 55kD de peso molecular, rica en leucina, que es
expresada por los monocitos maduros y los macrofagos'®'”. En esas células se
considera un marcador de superficie y se encuentra anclado a la membrana
por medio de una cola de fosfatidilinositolglucosa (GPI), conociéndose como
CD14 membranal (mCD14)'®"". El CD14 puede también encontrarse en forma
soluble en el suero (sCD14), en dos isoformas que difieren en su peso
molecular'’. EI CD14 pertenece a la familia de los receptores que reconocen
patrones moleculares asociados a patégenos, conocidos por sus siglas en
inglés como PPRs'’. Cuando el receptor CD14 reconoce a su ligando, por

ejemplo LPS (endotoxina) entre otros, los monocitos son activados y producen



citocinas proinflamatorias tales como: el TNFa, IL1, Interleucina 6 (IL 6) y
factores de crecimiento'® A su vez las células endoteliales y las células
musculares lisas son activadas por sCD14'8. Las células endoteliales una vez
estimuladas expresan: moléculas de adhesion intercelular 1 (ICAM-1),

456719 135 cuales

moléculas de adhesion de la célula vascular 1 (VCAM-1)
estan implicadas en el reclutamiento de células inflamatorias al sitio de la
lesion.

Los polimorfismos y las mutaciones son en realidad palabras sinénimas; se
caracterizan por la coexistencia de dos variedades o alelos del mismo gen. El
alelo natural o silvestre (wild type) y el alelo mutante. Sin embargo, el término
mutacion suele reservarse para los cambios que alteran gravemente la funcion
de la proteina o enzima codificada y basta un gen para provocar una
enfermedad (enfermedad monogénica o mendeliana). En cambio, se
denominan polimorfismos si las variaciones son comunes (por definicion
ocurren en mas del 1% de la poblacion) y la afectaciéon funcional es modesta o
minima, pero supone una minusvalia (un factor de riesgo genético) cuando el
organismo debe enfrentarse con un mayor esfuerzo metabdélico o un problema
ambiental, como puede ser una dieta rica en colesterol, el estrés o el tabaco
(factor de riesgo ambiental). El método que se utiliza para describir un alelo de
riesgo consiste en identificar un gen polimoérfico como posible candidato y
demostrar su asociacion estadistica con el fenotipo clinico (enfermedad) y con
el fenotipo intermedio (espectro de la enfermedad).

Hasta el momento se han reportado dos polimorfismos en el promotor del gen
CD14 asociados con SICA, uno en poblaciéon alemana localizado en el sitio -

159pb™* y otro polimorfismo localizado en el sitio -260pb en dos poblaciones



una checa'® y otra japonesa'®. El polimorfismo localizado en el sitio -260 y con
el genotipo TT, que se asocié con infarto del miocardio, tiene como fenotipo un
aumento en la expresion del receptor a nivel de la membrana de los monocitos.
En poblacién mexicana no se conoce si existen polimorfismos de moléculas
inflamatorias asociados con los SICA. Por lo cual nos preguntamos si nuestra
poblacion era polimérfica para el promotor del gen CD14 y si existia asociacion

con infarto del miocardio.

MATERIAL Y METODOS:

Poblacién de estudio.

Los pacientes fueron reclutados de la Unidad Cardiovascular del Hospital
Regional 1ro de Octubre del ISSSTE, en México, D. F. Previa aprobacién del
protocolo por el comité de ética del Hospital, se obtuvo la firma de los pacientes
y controles en el consentimiento informado antes de su participacion en el
estudio.

Se les realizd una historia cardiovascular completa, con énfasis en
antecedentes familiares de diabetes mellitus, cardiopatia isquémica e
hipertension arterial, asi como antecedentes personales sobre diabetes
mellitus, hipertension arterial, dislipidemias, cardiopatia isquémica vy
tabaquismo. Un examen fisico completo que incluy6 la medicién de la presion
arterial, el peso y la talla. El indice de masa corporal se obtuvo al dividir el
peso expresado en kilogramos por el cuadrado de la talla en metros. A todos
los pacientes se les tomé una muestra de sangre de 20cc, la cual se utilizo
para la determinaciéon de glucemia de ayuno, colesterol total, colesterol de alta

densidad (HDL-Col) y triglicéridos, posterior a 12 horas de ayuno y bajo los



procedimientos habituales de laboratorio. El colesterol de baja densidad (LDL-
Col) se obtuvo a partir de la formula de Friedwald y en aquellos con
hipertrigliceridemia se uso el colesterol no HDL®®. Ademas esta muestra
sanguinea se uso para la obtencion del ADN genémico.

Los controles se obtuvieron de las Unidades de Medicina Familiar adscritas al
Hospital 1ro de Octubre, de familiares de los pacientes y de personas
voluntarias, de todos ellos se obtuvo también consentimiento informado,
historia cardiovascular, examen fisico y determinacién de glucemia, colesterol
total, colesterol HDL y triglicéridos. Se les midié la presion arterial, se calculo el
indice de masa corporal y el colesterol LDL. También se obtuvo el ADN
gendémico.

Se incluyeron en el grupo problema, pacientes de los dos géneros, con
diagnéstico de infarto del miocardio, y angina inestable entendiendo el infarto
del miocardio de acuerdo con los criterios de la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) que establecen su presencia con la combinacion de dos de las
siguientes tres caracteristicas: 1) sintomas tipicos, 2) elevacion enzimatica y 3)
cambios electrocardiograficos evolutivos que incluyen el desarrollo de ondas Q;
definimos angina inestable ante la presencia de cuadro clinico caracteristico y
la evidencia en una coronariografia de una placa aterosclerosa rota®.
Excluyéndose aquellos pacientes portadores de enfermedades autoinmunes,
neoplasicas o reumatolégicas. Mientras que en el grupo control, se incluyeron
personas de los dos géneros, mayores de 18 afios de edad sin enfermedad
sistémica y sin factores de riesgo coronario, excluyéndose aquellos que
presentaran anormalidades en el perfil de lipidos o glucemia y/o a los que se

les detecto hipertension arterial sistémica. También se excluyeron del estudio



todos aquellos pacientes o controles que posterior a haber aceptado participar,
asi lo solicitaran.

Analisis Molecular y Deteccién de Polimorfismos:

El analisis lo realizamos en el Departamento de Biomedicina Molecular,
CINVESTAV, IPN. ADN genémico fue aislado de las células mononucleares,
que se obtuvieron de sangre total, mediante un kit comercial de BIO-RAD
(catalogo 732-6340 USA). EI ADN obtenido se utiliz6 como molde para la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Esta se llevd a cabo en un
volumen total de 25ul, que contenia: 100 a 200ng de ADN, 0.5 U Tagq
polimerasa (Invitrogen), 0.5uM de cada iniciador, 200pM de cada dNTP
(Roche), y 2 mM de MgCiI; (Invitrogen). Los iniciadores que se utilizaron para
el ensayo se muestran en la tabla 1. Las condiciones de la PCR fueron: un ciclo
de desnaturalizacion a 95°C por 5 minutos; 40 ciclos que incluyeron 40
segundos a 92.3°C, 35 segundos a 59.5°C y 50 segundos a 71.5°C. El paso

final se prolongo por 5 minutos. Se utiliz6 un termociclador BIO-RAD.



TABLA 1. Iniciadores, concentracion en la mezcda de PCR y tamaiio del producto de

PCR
— N— Inidadores
TSt O T Secuendias ~Inicadoramt _ Amplificado
(M) tamaiio (pb)
59 | F | 5-GGAGACACAGAAGGGTAGATGCCC-3 0.5 245
| ; _ |
| R ] 5"-TTCTITCCTACACAGCGGCACCC-3” os
| — | - .
260 F | 5 ~CTAAGGCACTGAGGATCATC-3" | os 149
S | —— - |
R | 5"-CAGAATCCTTCCTGITACG-3" . oS
308 | F |  5-TIGGTGCCAACAGATGAGGTTCAC-3 | 05 240
- R ﬁ ~ 5"-ATCATCCTTTTCCCACACCCACC-3" 0.5

0", orientadion: F, rio abajo; R, rio arriba.

La tabla 1 los dife iniciad utilizados para la ampiificacion de los productos que contenian el sitio de
corte para la enzima de restriccion (-159, -260 y -308). También se ia ion utilizada en la mezcla de
reaccion de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y el tamaiio en pares de bases de cada uno de los
amplificados.

Los productos de PCR se digirieron con la enzima Hae Il (Invitrogen), durante
3 horas a 37°C, de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. Se
resolvieron 10pul de la mezcla de digestion en un gel de agarosa al 2%, el cual
se revelo con bromuro de etidio (0.1pug/ml), y se visualizé con un
transiluminador de luz ultravioleta (ImagenMaster VDS). Como se muestra en

la figura 1.




Figura 1.

A. B.

En la figura 1A se observa el producto de PCR para los diferentes sitios de corte, en el caril 1 se observa en marcador
de peso molecular de 1kb; en el carril 4 se observa el producto de! sitio -308 de 240pb; en el carril 5 se observa el
producto del sitic -260 de 149pb; y en el camil 6 se observa el producto del sitio -159 de 245pb. En Ia figura 1B se
observan los productos de digestion con la enzima Hae lIl. En el carril 1 se observa el marcador de peso molecular de
1kb; en los camiles 2 y 3 el producto sin digerir y digerido respectivamente del sitio -308; en los cariles 4 y 5 el
producto sin digenr y digerido del sitio -260; enloscarrnles&y7e|pmdudosmd-gemyd-gendodelsmo -159.
Obsérvese por ejemplo como los sitios -308 y -260 son homocigotos, el primero para el sitio de corte y el segundo
carece del sitio de corte. El sitio -159 en este sujeto es heterocigoto, por fo que se observan dos bandas en el producio
digerido, un alelo con el sitio y otro sin el sitio.

Expresion de CD14:

En voluntarios sanos se determind la densidad del receptor CD14 en los
monocitos  mediante citometria de flujo con anticuerpos monoclonales
especificos (Pharmigen), de acuerdo al protocolo estandar?’.

Analisis Estadistico:

Las frecuencias de los alelos en ambos grupos y la asociacion entre el genotipo
y el infarto del miocardio o la angina inestable se compararon mediante la
prueba de chi-cuadrada. Las variables continuas se analizaron mediante
prueba de t de “Student”. El riesgo relativo para presentar infarto del miocardio
0 angina inestable de acuerdo al genotipo se calculé mediante razon de

momios con un intervalo de confianza del 95% y una p<0.05.



RESULTADOS:

Se incluyeron 50 pacientes y 50 controles masculinos, la media de edad para
los pacientes fue de 5813 afios y para los controles de 549 afios sin
diferencias significativas con una p de 0.06. A todos se les realizé una historia
clinica cardiologica, asi como medicion de talla, estatura, presion arterial y perfil
de lipidos (colesterol total, colesterol HDL, triglicéridos y glucosa), los niveles
de LDL se calcularon mediante la formula de friedwald.

La distribucion de los factores de riesgo convencionales en los pacientes
hombres se presento de la siguiente forma: hipercolesterolemia el 88% de los
pacientes, hipertension arterial sistémica el 42% de los pacientes, 32% con

diabetes mellitus, 46% obesos y 52% fumaban (Grafica 1).
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Con respecto a las mujeres, se incluyeron 38 pacientes y 43 controles. La
media de edad en el grupo de pacientes mujeres fue de 66 afos y en el de
controles fue de 48 anos, siendo significativamente diferente. En el grupo de
pacientes mujeres los factores de riesgo mas prevalentes fueron la
hipercolesterolemia en 29 (77%) y la hipertension arterial sistémica en 28

(75%), la diabetes mellitus en 18 (48%) (Grafica 2).
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Con respecto a la distribucién de dichos factores en cuanto a nimero de
componentes del sindrome metabdlico en los pacientes masculinos, se
encontr0 mayor prevalencia de pacientes con solo dos componentes del
sindrome constituyendo el 42%, mientras que con 3 factores se encontraron
un 28% de los pacientes, con 4 factores un 9% y con 5 factores el 12% de los

pacientes (Grafica 3).



Grafica 3.
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Estos factores de riesgo se agrupaban en el grupo de paci i de la siguiente forma: 21 pacientes que
el 42% tenian dos factores o menos de! sind: 0 14 pac el 28%, presentaban 3

factores de riesgo del sindrome metabélico. 9 pacientes el 9% tenian 4 factores de riesgo y 6 pacientes el 12% tenian
los cinco factores de riesgo del sindrome metabélico.

En las pacientes mujeres, los factores de riesgo se agruparon de acuerdo a
numero de la siguiente forma: con 3 factores 10 pacientes (27%), con 4
factores 13 (32%), 5 factores 6 (17%) y menos de 2 factores 9 pacientes (24%)

(Grafica 4).
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Se evaluaron tres sitios polimorficos en el promotor del gen del receptor CD14,
dos de éstos habian sido descritos en otras poblaciones (el sitio en la posicion
C(-159)—T en una poblacion alemana™, y la posicion C(-260)—T en dos
poblaciones una checa'® y otra japonesa') todos los estudios fueron en
poblacion masculina. El sitio T(-308)—C no ha sido descrito para otras
poblaciones. Los sitios polimorficos consisten en el cambio de una citocina por
una timina. En nuestra poblacion se encontré polimorfismo para los sitios T(—

308)—C y C(—159)—T, no asi para el sitio C(—260)—T. (Tabla 2).

Tabla 2. Identificacion de los polimorfismos en la poblacion de estudio.

~ POLIMORFISMO -308 260  -159
Pacientes [ No s
Controles $i No $i

13



Se encontré asociacion entre tener citocina en la posicion -308 e infarto del
miocardio en hombres con una razén de momios de 10.6 con un IC del 95% y

una p de 0.0001. (Tabla 3).

Tabla 3. Polimorfismo para el sitio T( -308)—C en hombres.

Genotipo Pacientes Controles
I 48 (96%)* 35 (69%)
LL 2 (4%) 15 (31%)

'R.M.= 10.6, p= 0.001 CC= Citocina-citocina, TT= timina-timina.

No se encontré asociacion entre infarto del miocardio y el polimorfismo del sitio
C(-159)—-T.

En los pacientes del género femenino se evaluaron los dos sitios polimoérficos
objeto de estudio y el sitio T(-308)—C. Se encontré polimorfismo para el sitio
T(-308)—C y C(-159)—T no encontrandose para el sitio C(-260)—T. (Tabla 2).
No se encontrd asociacién para los polimorfismos -308 y -159 y el infarto del
miocardio, no hubo diferencias significativas en las intensidades medias de
fluorescencia en el grupo de controles mujeres con el polimorfismo -308.

La intensidad media de fluorescencia realizada en los controles sanos que
tenian citocina en la posicion —308 fue de 187.6 y la intensidad media de
fluorescencia de los sujetos que tenian timina fue de 43.5, con una p de

0.0003. (Grafica 5).



Grafica 5.

IMF de CD14 y polimorfismos del sitio -308 en

controles sanos

200,

1501

IMF 1001
50

cc L1
Polimorfismos -308
ir idad Media de Fi cia de CD14 y polimorfismos del sitio -308 en los sujetos varones sanos. La Intensidad

:sletadn:amsz\m:‘o;xtemanelgenohpoCCqueenlosqueteManelgenonpoTToonmaddemnaa
DISCUSION:

Recientemente se ha demostrado que la susceptibilidad a las enfermedades
esta influenciada por la composicion genética de los individuos. En el caso
particular de la aterosclerosis, junto a los bien establecidos factores de riesgo,
los polimorfismos genéticos se han propuesto como nuevos factores de
riesgo”. ya que se han observado asociaciones en aigunos polimorfismos,
como factores de riesgo o factores protectores para la enfermedad
aterosclerosa.?"??%2429) T3l es el caso de el polimorfismo C(-260)—T del
promotor del gen CD14, el cual mostré asociacién con infarto del miocardio en
dos poblaciones, una japonesa' y una checa'®. Sin embargo, nuestra
poblacion de estudio, no fue polimoérfica para dicho sitio. Pero cuando se
analizaron ofros sitios de corte para la enzima Hae lil, encontramos un sitio

polimorfico localizado en T(-308)—C, el cual mostré asociacion con infarto del
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miocardio en poblacién masculina, no asi en femenina. Estas observaciones
revelan claramente la importancia de la region del promotor del gen CD14 en el
infarto del miocardio, y que ademas esta region tiene una amplia variacién
interétnica. Otra observacion interesante del estudio fue el aumento en la
expresion del receptor en la membrana de los monocitos, que se observé en
sujetos sanos, sin evidencia de enfermedad inflamatoria aguda y que tenian el
genotipo CC, (el cual ya se menciono, fue el que asocié con infarto del
miocardio) por lo que suponemos, que este aumento en la densidad de la
expresion del receptor CD14 es permanente y esta genéticamente
determinada. En poblacién checa masculina, se habia reportado previamente,
un aumento en la expresion del receptor CD14, en relacién al polimorfismo C(-
260)-T".

Diversos estudios en poblacién mexicana®’?®, han mostrado las diferencias
entre polimorfismos descritos para otras regiones y nuestro pais, asi como
diferencias en la asociacion con determinada enfermedad. La mayor parte de la
poblacion mexicana es el producto de la mezcla entre diferentes grupos
indigenas y espanoles, lo que ha dado lugar a una estructura genémica propia,
por lo que se hace imprescindible el estudio en poblacién mexicana de cada
uno de los sitios polimérficos que hayan sido descritos para otras poblaciones
en relacion a enfermedades de importancia epidemiolégica en nuestro pais. Tal
es el caso de nuestro estudio, la identificacion de estos sitios polimorficos, nos
permitira en un futuro, la identificacién de poblaciones en riesgo para infarto del

miocardio, asi como el establecimiento de terapias adecuadas.



CONCLUSIONES:

1. Se encontrd un nuevo polimorfismo localizado en el sitio -308 del
promotor del gen CD14.

2. El polimorfismo T(-308)—C (genotipo CC) se asocio6 a infarto del
miocardio en hombres mexicanos con una razén de momios de 10.6,
con una p de 0.001.

3. El genotipo CC para el sitio -308 se asoci6 a un aumento en la
expresion del receptor CD14 en la membrana de los monocitos en
hombres sanos.

4. Nuestra poblacion no fue polimoérfica para el sitio -260.

5. Nuestra poblacién fue polimérfica para el sitio -159, sin embargo no
se encontr6 asociacion con infarto del miocardio.

6. El polimorfismo T(-308)—C no se asocié a infarto del miocardio en el

grupo de mujeres.
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